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PROCEDfe DE MISE EN EVIDENCE D'UN EFFECTEUR ALLOSTJERIQUE 
D'UN RECEPTEUR 



La presente invention a pour objet un procede de mise en evidence d'un effecteur 

5 allosterique d'un recepteur. 

De nombreux medicaments et substances naturelles exercent leur action en 
interagissant avec des proteines regulatrices, appetees recepteurs, impliquees dans de 
nombreuses fonctions physiologiques des organismes, et les alterations de leurs 
fonctions sont la cause de nombreuses pathologies. 

10 Parmi les molecules qui agissent en se liant a des recepteurs, une categorie 

particuliere, appelee effecteurs allosteriques ou modulateurs, exerce son effet en se liant 
a des sites, presents a la surface des recepteurs, mais topologiquement distincts du site 
de liaison du ligand endogene. Leur interaction avec le recepteur est de nature non 
competitive par rapport a celle du ligand endogene. En se liant k leurs sites regulateurs, 

15 les effecteurs n'ont pas ou peu d* effet sur les r6ponses du recepteur en absence de 

ligand endogene. En revanche, ils modifient les proprietes de liaison des iigands 
endogenes competitifs et alt&rent les reponses biologiques evoquees par ledit ligand. 

Les effecteurs allost&iques prdsentent un interet particulier dans le domaine 
therapeutique par le fait que leur action n'est pas "constitutive" mais se revele 

20 uniquement lorsque le ligand endogene vient stimuler le recepteur. Dans les cas ou de 

telles molecules ont pu Stre identifies et mises sur le marche, le confort du patient et la 
selectivity de P effet se sont toujours trouves grandement ameliores par exemple en 
comparaison avec P effet observe de P administration d'un agoniste (Pan et aL, 2001). 

Afin d'identifier de nouveaux effecteurs allosteriques de recepteurs, plusieurs 

25 approches experimentales ont ete developpees a ce jour, notamment les mesures de 

liaison d'un ligand a son recepteur et les mesures fonctionnelles de reponses 
physiologiques. 

Parmi les methodes de mesure de liaison, il y a P etude de la cinetique de 
dissociation d'un radioligand. Comme decrit dans Kostenis et Mohr (1996), la 
30 modulation allosterique est le plus generalement mise en evidence par un effet de 

Peffecteur allosterique sur la cinetique de dissociation d'un radioligand. Cette methode 
a ete raise en oeuvre pour demontrer le caractere non competitif (et done allosterique) de 
molecules regulant les recepteurs Ml a M5 muscariniques de P acetylcholine (Tucek et 
Poska, 1995), Al de 1'adenosine (Bruns & Ferguns, 1990), alpha2 de P adrenaline 
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(Nunnari et aL, 1987), ou D2 de la dopamine (Hoare & Strange, 1995). Dans ces 
differents exemples, les auteurs ont indifferemment utilise soit des agonistes, soit des 
antagonistes comme radioligands, et ont d6fhii le caract&re positif ou negatif du 
modulateur par sa capacite k acceterer (positif) ou ralentir (negatif) la vitesse de 
dissociation du radioligand utilise. 

La deuxieme approche la plus repandue d' identification d'un effecteur 
allostdrique consiste a mesurer la quantite de complexe radioligand / recepteur a une 
concentration subsaturante de radioligand. Dans ces conditions, le fait qu'une tierce 
molecule provoque une augmentation de la quantite de complexe radioligand / recepteur 
s'interprete en ternies de potentialisation de la liaison par un efifet allost&rique. Le 
travail de Bruns et Ferguns, cite plus haut, illustre ce point lorsqu'un radioligand 
agoniste est utilise, tandis que rarticle de Jakubik et al. (1997) utilise un antagoniste 
radioactif. 

La troisieme approche experimentale consiste k etablir la courbe de saturation 
d ! un radoligand en presence et en absence d'effecteur allosterique. Dans ce cas, qui est 
illustr6 dans Tarticle de Massot et al. (1996) pour le recepteur 5HT1B de la s&rotonine, 
Teffecteur 5HT-moduline reduit la quantity de sites recepteurs sans affecter Taffinite 
apparente determinee pour le radioligand utilise. 

Les mesures de la r6ponse biologique 6voquee par un ligand de recepteur 
comprennent soit son activation (par les agonistes) soit son inhibition (par les 
antagonistes). Ces mesures estiment g<§neralement une variation d'amplitude des 
reponses qui sont soit potentialisSes par les effecteurs positifs ou inhibees par les 
effecteurs negatifs de la r6ponse, et incluent : 

- Tenregistrement de courants ioniques par des m6thodes £lectrophysiologiques 
(Krause et al., 1997 ; Galzi et al., 1996) ou par des methodes optiques utilisant des 
sondes specifiques d'ions (Birdsall et al., 1999), 

- la mesure de la production de messagers secondaires tels que TAMPc (Bruns & 
Ferguns, 1990) ou les inositols phosphates (Waugh et al., 19.99), 

- la liaison de GTT k la prot6ine G associee au recepteur (Birdsall et al., 1999 ; 
Lazareno & Birdsall, 1995 ; Hoare et al., 2000) ou Thydrolyse de GTP par la proteine G 
associee au recepteur (Birdsall et al., 1999). 

La technique du transfert d'energie de fluorescence (FRET) en combinaison avec 
TutiHsation d'un recepteur rendu fluorescent et de Tun de ses ligands fluorescents 
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permet de mesurer, comme decrit dans la demande intemationale WO 98/55873, des 
interactions non covalentes entre ledit recepteur et ledit ligand. 

Le r6cepteur peut etre rendu fluorescent grace a une proteine fluorescente, par 
exemple une proteine issue de la meduse Aequorea victoria dont le gene correspondant 
a ete sequenc6, clon6 (Prasher et al., 1992) et optimis6 pour une bonne expression chez 
les eucaryotes superieurs (Cormack et al., 1996). II pent etre fusionne avec le gene 
codant pour une autre prot6ine, notamment un recepteur couple a une proteine G (Galzi 
& Alix, 1997 ; Weill et al., 1999 ; Vollmer et al., 1999 ; Valenzuela et al., 2001) pour 
permettre l'expression d'une proteine receptrice fluorescente. La combinaison de la 
proteine receptrice fluorescente avec l'un de ses ligands fluorescents permet la 
formation d'un complexe r6cepteur-ligand non covalent qui est detecte par transfert 
d'energie de fluorescence (Galzi & Alix, 1997 ; Vollmer et al., 1999 ; Valenzuela et al., 
2001) et dont on peut mesurer la cinetique de formation et de dissociation (Palanche et 
al., 2001 ; Valenzuela et al., 2001). 

L'un des buts de l'invention est de fournir un proc6de simple a mettre en oeuvre, 
rapide, sensible, permettant d'effectuer des mesures quantitatives des interactions entre 
un recepteur et un ligand marqueur du site du ligand endogene, et permettant de detecter 
la presence d'un eventuel effecteur allosterique. 

Un autre but de l'invention est de permettre des mesures en temps reel des 
interactions d'un ligand marqueur du site du ligand endogene avec son recepteur, 
permettant de detecter la presence d'un eventuel effecteur allosterique. 

Un autre but de rinvention est de permettre une mesure en temps resolu de la 
cinetique d'association et de dissociation d'un ligand fluorescent, marqueur du site du 
ligand endogene, avec son recepteur, et de detecter la pr6sence d'un eventuel effecteur 
allosterique. 

Un autre but de l'invention est de permettre la detection de l'interaction entre un 
recepteur et son ligand endogene par transfert d'energie de fluorescence dans des 
gammes de concentrations de ligand endogene fluorescent considerablement plus 
etendues (du nanomolaire au micromolaire) que lorsqu'on utilise un radioligand 
(domaine du nanomolaire). Ainsi, la presente invention permet de detecter par transfert 
d'energie un plus grand nombre d'etats conformationnels du recepteur, ce qui facilite 
grandement 1' identification et Interpretation des effets d'agents modulateurs supposes. 

L'un des buts de l'invention est de fournir une mesure experimentale des 
constantes de vitesse d'association et de dissociation d'un ligand fluorescent, marqueur 
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du site du ligand endogene, avec son recepteur, en pennettant la detection de la 
presence d'un eventuel effecteur allosterique. 

L'invention a 6galement pour but de fournir un procede de detection d'un 
effecteur allosterique d'un recepteur, generalisable k de nombreuses proteines 
receptrices et a leurs ligands. 

L'invention a egalement pour but de fournir un procede de detection d'un 
effecteur allosterique d'un recepteur, automatisable, ne n6cessitant ni la purification du 
recepteur, ni celle du ligand. 

L'invention a 6galement pour but de fournir un procede de detection d'un 
effecteur allosterique d'un recepteur, rion polluant puisqu'il n'utilise pas de 
radioactivite, economique puisqu'il utilise de la lumiere visible et peut etre mis en 
ceuvre sur des equipements existants. 

La presente invention concerne un procede de mise en Evidence d'un effecteur 
allosterique d'un recepteur, par determination de la variation : 

- de la cinetique de dissociation et/ou dissociation du complexe formi entre le 
susdit recepteur et Tun de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par 
rapport a la cinetique de dissociation et/ou d' association du complexe forme entre ledit 
recepteur et ledit ligand, en 1' absence dudit effecteur, 

- et/ou de 1'amplitude de la liaison formee entre le susdit recepteur et Pun de ses 
ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport a 1' amplitude de la liaison 
formee entre ledit recepteur et ledit ligand, en \* absence dudit effecteur, 

ledit recepteur et ledit ligand etant impliques dans au moins une reponse 
biologique dans des conditions physiologiques appropriees, et i'effecteur allost6rique 
6tant capable de moduler au moins l'une des reponses, 

ledit recepteur etant marque par une prot&ne fluorescente choisie parmi les 
proteines fluorescentes issues ou d6rivees de proteines autofluorescentes de cnidaires, 
dont le coefficient d'extinction moleculaire est superieur a environ MOOOM^.cm" 1 et le 
rendement quantique de fluorescence est superieur a environ 0,38, 

ledit ligand etant marque par un marqueur constitue : 

— soit pax une molecule susceptible d'absorber la lumi&re emise par la 
prot&ne fluorescente, 

- soit par une substance fluorescente, 



lesdites determinations de variation de cinetique de dissociation et/ou 
d'association et de variation d'amplitude 6tant effectuees par transfert d'energie de 
fluorescence : 

© entre la proteine fluorescente susmentionnee et la susdite substance 
fluorescente, la substance fluorescente etant telle que soit elle est excitable a 
la longueur d'onde Remission de la proteine fluorescente susmentionnee, 
soit elle emet a la longueur d'excitation de la proteine fluorescente 
susmentionnee, ou 

© entre la proteine fluorescente susmentionnee et la susdite molecule 
susceptible d'absorber la lumiere emise par la proteine fluorescente. 
L'invention r6pond au probleme technique pose par la determination du caractere 
competitif ou non competitif de Pinteraction entre un recepteur et un agent 
pharmacologique suppose agir comme effecteur d'un recepteur ou comme competiteur 
du ligand endogene d'un recepteur, par des mesures de cinetiques dissociation et de 
dissociation. De manifere simple, V effecteur aUosterique d'un recepteur alterera la 
cinetique dissociation ou de dissociation d'un recepteur tandis qu'un agent competiteur 
du ligand endogene n'aura pas d'effet sur ces cinetiques. 

On appelle "ligand, marqueur du site du ligand endogene" un ligand qui se lie au 
site du ligand endogene par opposition a un eventuel effecteur aUosterique, qui se lie a 
un site distinct de celui du ligand endogene. Le marqueur du site du ligand endogene 
interagit de maniere competitive avec le ligand endogene (liaison mutuellement 
exclusive), tandis que Teffecteur allosterique interagit de maniere non competitive avec 
le ligand endogene. 

On appelle "effecteur allosterique" ou "modulateur allosterique" une molecule ou 
un ligand ou une substance biologiquement active qui module les proprietes de liaison 
du ligand ainsi que les proprietes fonctionnelles du recepteur, sans entrer en competition 
avec ledit ligand. 

Par definition, on rappelle qu'on nomme ligand toute molecule susceptible de se 
lier a un recepteur de maniere non covalente en se liant au m§me site que le ligand 
endogene, et qu'un ligand peut etre un agoniste ou un antagoniste, un agoniste etant 
capable, en se liant de declencher une reponse biologique et un antagoniste ne 
declenchant pas de reponse biologique et etant capable de bloquer Teffet de Tagoniste. 
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Un effecteur allosterique est aussi un Iigand du recepteur mais celui-ci se lie avec 
le recepteur sur un autre site de liaison. Dans le present contexte, sera utilise le terme 
"effecteur allosterique" ou "modulateur allost6rique" et non pas "Iigand". 

La modulation allosterique est le mdcanisme par lequel une molecule, appelee 
effecteur allosterique ou modulateur allosterique, augmente ou diminue la reponse d'un 
recepteur active par un agoniste. L'effecteur allosterique interagit avec le recepteur au 
mveau d'un site de liaison qui est distinct de celui auquel le Iigand competitif se lie sur 
le recepteur. Le fait qu'une modulation allosterique soit possible reside dans : 

1) l'existence de differentes conformations ou etats du recepteur. Chaque 
conformation est dotee de proprietes pharmacologiques et fonctionnelles distinctes II 
exxste ainsi des conformations actives et inactives sur le plan biologique. Chaque 
conformation lie ses ligands avec des affinites orfferentes. Par exemple, un agoniste 
tout comme un effecteur allosterique positif, exhibe une affinite plus grande pour la 
Oes) conformations) biologiquement active(s) du recepteur, tandis qu'un antagoniste 
tout comme un effecteur allosterique negatif, presente une affinite plus elev6e pour la 
(les) conformation(s) inactive(s) du recepteur ; 

Les proprietes pharmacologiques d'une confonnation sont la capacite de lier des ■>> 
hgands et modulateurs avec une affinite definie. Chaque conformation lie differents * 
hgands avec une affinite intrinseque propre a chaque Iigand. L 'ensemble des ligands se . 
bant a une conformation avec une affmite propre constitue ce que Von appelle profil 
phannacologique. Les proprietes pharmacologiques d'une conformation sont- 
assimilables a son profil phannacologique. 

Les propria fonctionnelles d'une confonnation tfun recepteur corespondent a 
sa capacite on non de sthnnler nne riponse biologique.. On distingnera piusieurs 
proprietes fonctionnelles d'un recepteur : 

- l'etat de repos, par definition non actif, car non couple a une reponse, mais 
activable, e'est a dire, capable de s'interconverur dans une conformation active ou 
couplee a une reponse ; 

- le ou les eta«s) actiffs), responsablefs) d'une reponse biologique ; dans le cas 
ou d existe plusieurs etats actifs, fune an moins des proprietes de la reponse sera 
dtfferente (par exemple, reponse calcique versus cAMP, ou alots meme reponse mais 
senstbilite diflerente anx agonistes, ou encore duree de reponse, differentes etc. ) • 
d'autre part, cbaqne etat actif pent donner lieu a une on plnsieurs reponses, distinctes 
par leur nature ou d'un point de vue quantitatif ; de plus, nn recepteur pent adopter 
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plusieurs conformations correspondant k plusieurs etats actifs auxquels sont associees 
des r£ponses de nature differente ; 

- le(s) etat(s) d6sensibilise(s) qui sont non actifs et non activables ; 

2) T existence, sur les proteines, de sites multiples qui permettent P interaction 
simultanee de plusieurs molecules avec un seul recepteur; les ligands competitifs 
interagissent avec un site commun (de maniere mutuellement exclusive) qui lui-meme 
est distinct du (des) site(s) d'interaction des effecteurs ou modulateurs allosteriques ; 

3) les transitions conformationnelles du recepteur impliquent la totalite de la 
molecule de recepteur et ne sont pas restreintes a la region de la molecule qui lie les 
ligands ; elles affectent toute la structure tertiaire, voire quaternaire, de la proteine, et 
sont discretes ; ainsi, lors de la transition conformationnelle de Tetat de repos vers l'etat 
actif du recepteur, la totalite des sites de liaison ainsi que celle du site "biologiquement 
actif 1 voient leur structure changer d'une maniere concertee, 

Ces differents aspects de la regulation fonctionnelle d'uhe proteine sont illustres 
dans la figure 1 (Monod et al., 1965 ; Galzi et aL, 1996 ; Rubin et Changeux, 1966). La 
description du mode de fonctionnement d'un recepteur pouvant exister dans deux 
conformations (6tat de repos et 6tat actif) est illustree en figure 3 pour un recepteur. Une 
version equivalente de ce schema pour un recepteur couple aux proteines G pouvant 
activer une proteine Gs, elle-mdme responsable de T activation d'une adenylate cyclase, 
est decrite dans Tucek et Proska (1995) et dans Hall (2000). 

Dans ces schemas, la prot&ne, en particulier le recepteur, existe dans deux 
conformations qui sont en 6quilibre spontane Tune avec 1* autre. Cet equilibre est decrit 
par la constante Lo dont la valeur est donnee par le rapport de concentration 
fractionnelle [R]/[A], R etant Tetat de repos et A, Fetat actif. Les ligands se lient a Petat 
R et a Tetat A avec des affinitSs decrites par les constantes de. dissociation Kr et Ka, 
respectivement Si le rapport c = Ka/Kr est < 1, c'est a dire que Taffinite du ligand est 
meilleure pour A que pour R, ledit ligand se comporte comme un agoniste du recepteur 
et la concentration fractionnelle de recepteur dans Tetat A sera decrite par le produit Loc 
qui sera lui-meme plus petit que Lo. Inversement, si le rapport d'affinite c est > 1, le 
ligand se Hera preferentiellement a Tetat R et aura tendance a se comporter comme un 
antagonists Le produit Loc sera plus grand que Lo. Les effecteurs allosteriques, en se 
liant a des sites distincts de celui des ligands competitifs, se comportent de la meme 
maniere que les ligands competitifs en ce qu'ils modifient la valeur de la constante 
d' equilibre entre les etats R et A. Le formalisme mathematique de i'effet des effecteurs 
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allosteriques est donae dans Rubin et Changeux (1966). La presence d'un effecteur 
allost&ique modifie la valeur de la constante Lo en L'o selon L' 0 = L 0 [(l+pdVCl+p)] 11 
avec (3 = Ka/Kr et d = F/Ka, F correspondant k la concentration d' effecteur allosterique. 
L'ajout d'un agoniste ou d'un antagoniste entraine alors le changement des 
concentrations fractionnelles des etats du r6ceptenr en L'oc 
On rappelle les definitions suivantes : 

On designe par "recepteur" toute molecule de nature proteique susceptible 
d'entrer . en interaction non covalente avec un agent pharmacologique. 
Preferentiellement, dans i'invention, on utilise un recepteur de neurotransmetteur, 
d'hormone, de facteur de croissance etc.... capable de produire, apres interaction avec 
un ligand pharmacologique, une reponse de transduction de signal mesurable in vivo et 
in Vitro, 

On designe par "interaction competitive" une interaction de deux molecules avec 
un recepteur prenant place au niveau d'un site unique, et un ligand est dit "comp6titif 1 
lorsqu'il interfere avec la liaison d'un autre ligand de maniere sterique. 

Parallelement, on designe par "interaction non competitive" une interaction de 
deux molecules avec un recepteur prenant place au niveau de sites topologiquement 
distincts, et un ligand est dit "non competitif 1 lorsqu'il interfere avec la liaison d'un 
autre ligand, les deux ligands interagissant avec des sites topologiquement distincts du 
recepteur. 

On rappelle egalement que F"association" dans l'expression "association du 
complexe" est Taction pour un ligand de se lier a une proteine receptrice. 

Si la proteine r6ceptrice peut adopter plusieurs conformations ou etats, il est 
parfois possible de discemer la liaison d'un ligand aux differentes conformations par 
des differences de cinetiques d'association. 

On designe par "cinetique d'association" le decours temporel d'une reaction 
d'association. Les cinetiques peuvent etre soit monoexponentielles, soit 
pluriexponentielles. Dans le cas oft elles sont pluriexponentielles, elles se decomposent 
en une somme de relaxations monoexponentielles caracterisees chacime par une vitesse 
d'association et une amplitude. 

La "vitesse d'association" est mesuree au moyen de la constante de vitesse de la 
r6action d'association obtenue par ajustement d'une courbe exp6rimentale a l'aide 
d'une expression monoexponentielle de la forme y = X exp (-ka PP x T) ou X est 



l'amplitude, k app est la constante de vitesse apparente de la reaction et T est le temps. 
Dans le cas ou l'association reflete plusieurs evenements de liaison simultanes, on 
utilise une expression multiexponentielle de type y = X\ exp (-kl app x T) + X 2 exp (-k2 app 
xT)+ ... 

On rappelle que 1' expression mathematique de la constante de vitesse apparente 
(k app ) depend de la nature lineaire ou non de la variation de k app avec la concentration de 
ligand [L]. Ainsi, si kapp varie de maniere lineaire avec [L], la reaction est bimoleculaire 
du type R + L <r> RL avec ki pour la formation et k-i pour la dissociation du complexe. 
Icapp est alors egale a ki x [L] + k-i. Si la relation est non lineaire, on applique le schema 
reactionnel suivant : R + L o RL «-> R'L ou K D est la constante de dissociation du 
complexe RL, k 2 est la vitesse d'interconversion RL R'L et k. 2 est la constante de 
vitesse de la conversion R'L -» RL., k app est alors egal a k 2 x ([L]/([L] + K D ))+ k. 2 . 

On rappelle egalement que la "dissociation" dans l'expression "dissociation du 
complexe" est Taction pour un ligand de quitter un site recepteur. La dissociation peut 
etre obtenue d'au moins deux manieres : a) en diluant fortement le melange recepteur- 
ligand de facon a privilegier la dissociation par rapport a l'association ou 2) en ajoutant 
en fort exces un ligand competitif qui occupera de maniere privilegiee un site laiss6 
vacant par le ligand qui s'est dissoci6. 

Si la proteine r6ceptrice peut adopter plusieurs conformations ou etats, il est 
parfois possible de discerner la dissociation entre un ligand et son recepteur presentant 
differentes conformations, par des differences de cinetique de dissociation entre les 
differentes conformations. 

On designe par cin6tique de dissociation le decours temporel d'une r6action de 
dissociation. Les cinetiques peuvent etre soit monoexponentielles, soit 
pluriexponentielles. Dans le cas ou elles sont pluriexponentielles, elles se d6composent 
en un somme de relaxations monoexponentielles caracterisees par une vitesse de 
dissociation et une amplitude. 

La "vitesse de dissociation" est mesuree au moyen de la constante de vitesse de la 
reaction de dissociation obtenue par ajustement d'une courbe experimentale a l'aide 
d'une expression exponentielle de la forme y = X exp(-k x T) ou X. est l'amplitude, k est 
la constante de vitesse intrinseque de la reaction (k = k.0 et T est le temps. Dans le cas 
ou la dissociation reflete plusieurs evenements de dissociation simultanes, on utilise une 
expression multiexponentielle de type y = Xj exp (-k, xT) + X 2 exp (-k 2 x T)+ . . . 
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On rappelle que P expression "amplitude de la liaison" designe Pamplitude du 
signal enregistre, qui est lui-meme proportionnel au taux d'occupation des sites 
recepteurs. A concentration saturante de ligand, T amplitude de liaison est constante. En 
de<?a, elle evolue de maniere non lineaire, et selon la loi d' action de masse. Elle peut 
£tre decrite par P equation empirique de Hill : KL = Ro/(l+K D /L) n ou Ro est la quantity 
totale de sites recepteurs presents dans Pessai, Kd est la constante de dissociation, L est 
la concentration du ligand, et oil n est le coefficient de proportionnalite aussi appele 
coefficient de Hill. 

On appelle "reponse biologique" toute variation de m6tabolisme de cellules, tissus 
ou organismes. Pour des cellules, par exemple, on pourra determiner des variations de 
pH, de concentration ionique, de formation de metabolites tels que le OTP ou 1' AMPc, 
d'expression de genes, de morphologie cellulaire (mesure du pourcentage de cellules 
qui ont change de forme), de prolif6ration cellulaire, entre autres. Des exemples sont 
donn6s plus loin. 

Par "conditions physiologiques appropriees", on designe toutes conditions de pH, 
de concentrations et de composition ioniques, de complements nutritifs aussi proches 
que possibles de celles qui sont rencontrees dans Torganisme entier* Ces conditions 
seront choisies de mani&re a ce que P experience effectu6e soit realisee dans des 
conditions aussi proches que possibles de celles que Ton pourrait obtenir en effectuarit. 
la mesure chez Porganisme entier. 

L'expression "capable de moduler au moins Pune des reponses" signifie que dans 
un ensemble de reponses mesurables et stimulables par un recepteur, Pune au moins 
doit etre modiftee par Peffecteur. La modification ou modulation peut porter sur le delai 
d'etablissement de la reponse, sa frequence, son amplitude, sa duree, sa vitesse 
d'extinction, ainsi que sa sensibilite a Pagoniste. 

S'agissant de la reponse de transduction de signal pour les recepteurs couples aux 
proteines G, le test general consiste a determiner l f activation de laprot6ine G par mesure 
de la fixation de GTP (Befort et ah, 1996). D'autres mesures plus specifiques font par 
exemple intervener des determinations de concentrations intracellulaires d'AMPc, 
d'inositol phosphates, de calcium, des mesures d'activation de la transcription de g£nes 
ou d'activite oncogenique, suivant le type de couplage specifique du recepteur 
consider6. 




Pour les recepteurs-canaux, les mesures les plus directes sont des determinations 
de courants ioniques (Hille, 1992). D'autres mesures. peuvent, par exemple, faire 
intervenir des determinations de transcription de genes ou des activations d'enzymes. 

Pour les recepteurs de facteurs de croissance, les tests generaux sont ceux de la 
proliferation, de differentiation ou de la survie cellulaire, frequemment aussi des tests de 
phosphorylations de substrats sp6cifiques (Honneger et al., 1988) de chaque recepteur et 
reperage par des anticorps specifiques de phosphoaminoacides. 

Pour les r6cepteurs nucleaires, les tests de transduction de signal sont ceux de la 
transcription de genes dans lesquels des genes rapporteurs, par exemple 
"chromogeniques" sont plac6s sous le contrdle de promoteurs specifiques des voies de 
transduction du recepteur etudie (Ko et al., 2002). 

. Ainsi, pour les reponses d' accumulation d'AMPc, on pourra employer divers 
protocoles, notamment une mesure radioimmunologique telle que decrite dans Palanche 
et al. (2001) ou Hausdorff et al. (1990). 

La liaison de GTP a la proteine G pourra etre enregistree par exemple comme 
decrit dans Fawzi et al. (2001) ou Vuong et Chabre (1990). 

La proliferation cellulaire sera par exemple analysee selon le protocole decrit dans 
Bursteinetal(1997). 

La regulation de l'expression de genes pourra par exemple etre etudiee selon le 
protocole d6crit dans Baulmann et al. (2000). 

L' activation de prot6ines kinases pourra par exemple etre etudiee comme decrit 
dans Vollmer et al. (1999) ou Yuan et al. (2000). 

La variation de pH pourra etre mesuree (Nicolini et al., 1995). 
Une "proteine autofluorescente" est une proteine naturelle ou synth6tique dans 
laquelle le chromophore se forme par une reaction autocatalytique entre des acides 
amines de la proteine sans n6cessiter I'addition d'un groupe prosth6tique 
(chromophore), et dont les proprietes de fluorescence sont intrinseques au monomere. 

L'expression "transfert d'energie de fluorescence" correspond a un processus 
physique, dependant de la distance, par lequel de l'energie est transmise de maniere non 
radiative d'un chromophore excitd, le donneur, a un autre chromophore, l'accepteur, par 
interaction dipdle-dipdle (FOrster, 1951 ; Wu and Brand, 1994 ; Clegg, 1995). Le 
transfert d'energie peut etre observe soit par une diminution de l'amplitude de remission 
du donneur, soit par une augmentation de l'amplitude de l'excitation et de remission de 
l'accepteur. Si l'accepteur n'est pas fluorescent, mais presente un spectre d'excitation 
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recouvrant au moins en partie le spectre Remission du donneur, le transfert d'energie 
pourra Stre detecte sous la forme d'une reduction d'amplitude de remission du donneur. 

Dans le cas de Tapplication du transfert d'energie a des Schantillons bioiogiques 
en interaction non covalentes, le signal de transfert ne peut pas persister si les conditions 
exp6rimentales ne permettent pas l'interaction entre le ligand fluorescent et le recepteur 
fluorescent. De mSme, si Fun des deux partenaires interagissant n'est pas porteur d'un 
chromophore adequat, les eventuelles variations de fluorescence observees pour l'autre 
partenaire ne pourront pas etre attributes k un processus de transfert d'energie. 

Les termes "changement" ou "variation de fluorescence", definis dans le contexte 
du transfert d'energie, se r6f£rent k toutes modifications de 1) l'amplitude du signal de 
fluorescence de l'accepteur, de 2) l'amplitude du spectre d'excitation ou 3) l'amplitude 
du signal Remission du donneur. Les variations ou changements de fluorescence ne 
doivent pas etre observes si Tun des deux partenaires ne porte pas de chromophore ou de 
fluorophore adequat (voir infra) ou si l'interaction entre les partenaires fluorescents est 
inhibee, par exemple par un exc6s d'un agent competiteur. 

De fa9on plus precise, la reaction de transfert d'energie de fluorescence requiert 
deux groupes, l'un appele donneur, nScessairement fluorescent, et l'autre accepteur, soit ■ 
fluorescent, soit colorant. Cette reaction se produit lorsque deux conditions sont . 
reunies : 

1) le spectre d'absorption de l'accepteur et le spectre d'emission du donneur ■ 
doivent se recouvrir, au moins en partie ; le recouvrement se calcule a partir de donnees 
experimentales et d'une equation dormant une valeur en cm 3 ^ 1 (Lakey et al., 1991) ; 

2) le donneur et l'accepteur doivent etre proches dans l'espace (de 10 a 100 
angstroms) afin que le transfert d'&iergie puisse avoir lieu. 

La premiere condition a pour consequence le fait que l'excitation du donneur 
entraine alors de maniere concomitante une diminution de Pamplitude de remission du 
donneur et l'apparition d'un signal d'emission de l'accepteur. Ceci permet de detecter les 
interactions entre le donneur et l'accepteur et/ou de mesurer leur distance. 

L'expression "proches dans l'espace" signifie que la distance entre le donneur et 
l'accepteur est inferieure a 2 Ro, Ro representant le rayon de Forster (op.cit.) (Lakey et 
al., 1991). 

La presente invention conceme un proc6de de mise en evidence d'un effecteur 
allosterique d'un recepteur, par determination de la variation : 
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- de la cinetique de dissociation et/ou dissociation du complexe forme entre le 
susdit recepteur et Tun de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par 
rapport k la cinetique de dissociation et/ou dissociation du complexe forme entre ledit 
recepteur et ledit ligand, en I s absence dudit effecteur, 

- et/ou de V amplitude de la liaison formee entre le susdit recepteur et Tun de ses 
ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport a 1' amplitude de la liaison 
formee entre ledit recepteur et ledit ligand, en P absence dudit effecteur, 

ledit recepteur et ledit ligand etant impliqu6s dans au moins une reponse 
biologique dans des conditions physiologiques appropriees, et Peffecteur allosterique 
etant capable de moduler au moins Time des r6ponses, 

ledit recepteur 6tant marque par une proteine fluorescente choisie parmi : 

- la proteine fluorescente verte (GFP ou EGFP), la proteine fluorescente cyan 
(CFP ou ECFP), la proteine fluorescente jaime (YFP ou EYFP) ou GFPUV, 
ou, 

- des variants deriv6s de la GFP, de la CFP, de la YFP ou de la GFPUV, par 
addition, deletion ou substitution d f un ou plusieurs acides amines, sous 
reserve que ces variants conservent la propriete de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, de la CFP, de la YFP ou de la GFPUV, ou de 
fragments des susdits variants, sous reserve que ces fragments conservent la 
propriete de fluorescence, 

ledit ligand etant marque par un marqueur constitue : 

- soit par une molecule susceptible d'absorber la lumiere 6mise par la 
proteine fluorescente, 

— soit par une substance fluorescente, 

lesdites determinations de variation de cinetique de dissociation et/ou 
d'association et de variation d'amplitude etant effectuees par transfert d'energie de 
fluorescence : 

® entre la proteine fluorescente telle que definie ci-dessus et la 
susdite substance fluorescente, la substance fluorescente etant telle que soit 
elle est excitable a la longueur d ! onde Remission de la proteine fluorescente, 
soit elle emet a la longueur d'onde d'excitation de la proteine fluorescente, 
ou 
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o entre la prot6ine fluorescente telle que definie ci-dessus et la 
susdite molecule susceptible d'absorber la lumidre emise par la proteine 
fluorescente. 

Le recepteur est marqu6 par voie genetique par une proteine fluorescente choisie 
parmi : 

- la proteine fluorescente verte (GFP) (Ward et al., 1980 ; Chalfie, 1995), ou 
EGFP (Heim & Tsien, 1996 ; Miyawaki et al, 1997), 

- la proline fluorescente cyan (CFP ou ECFP) (Heim & Tsien, 1996 ; Miyawaki 
etal, 1997), 

- la proteine fluorescente jaune (YFP ou EYFP) (Cormack et al., 1995 ; Heim, 
Cubitt et Tsien, 1995 ; Ehrig et al., 1995) (Miyawaki et al., 1997), 

• - GFPUV (Crameri et al., 1996 ; Ehrig et al, 1995), 

ou leurs mutants dans lesquels les codons sont optimises pour Texpression dans 
les cellules humaines, bact6riennes ou v6getaies, 

ou leurs mutants presentant des longueurs d'excitation ou d'emission plus elev6es 
ou plus faibles que celles associees aux proteines definies ci-dessus, sous reserve que 
leur coefficient d'extinction moleculaire soit superieur a environ 14000M" l cnf l et leur 
rendement quantique de fluorescence soit superieur a environ 0,38. 

L'expression "codons optimises" indique la substitution de codons de la proteine 
sauvage par leurs homologues pref<§r6s de l'organisme hote, sans changement de code 
done sans changement de sequence prot6ique. 

La GFP sauvage (WT) de longueur d'onde, dexcitation et d'emission 395/470-509 
est dScrite dans Ward et al. (1980) et Chalfie (1995). 

La GFP UV presentant les mutations suivantes : F99S, M153T, V163A de 
longueur d'onde, d'excitation et d'emission respectivement de 395-510 est decrite dans 
Crameri et al. (1996), ou avec la mutation T203I et la longueur d'onde respectivement 
d'excitation et Remission 400-512 est dScrite dans Ehrig et al. (1995). 

La EGFP presente les mutations suivantes : 

F64L S65T H231L 



La EYFP presente les mutations suivantes : 

S65G V68L S72A 



T203Y 



La ECFP presente les mutations suivantes : 

F64L S65T Y66W N1461 

M153T V163A N212K 

Les differents mutants de GFP peuvent en outre etre optimises (par l'introduction 
de mutations silencieuses optimisant I'usage de codons specifiques a chaque espece) 
pour l'expression dans des cellules : 

- humaines (Haas et al., 1996 ; Yan et al., 1996 ; Zolotukhin et al., 1996) 

- bacteriennes (Crameri et al., 1996 ; Cormack et al., 1996, pour Escherichia 

coli), 

- vegetales (Reichel et al., 1996). 

■ Le terme GFP indique une proteine qui une fois exprimee dans des cellules emet 
une fluorescence. Les GFPs presentant des substitutions, additions ou deletions d'acides 
amin6s influen9ant soit les proprietes de fluorescence, soit le taux d'expression de la 
GFP sont appeles mutants de GFP. 



On donne ci-apres les principales caracteristiques des prolines 
fluorescentes avantageusement utilis6es dans le procede de l'invention : 



Proteine 


^.-excitation 
maximale 


^-emission 


coefficient 
d'extinction 


rendement quantique 


EYFP 


514 


527 


36500 


0,63 


ECFP 


432 


480 


18000 


0,67 


GFPUV 


395 


509 


21000 


0,77 


EGFP 


489 


511 


39000 


0,66 



La proteine autofluorescente BFP est de preference exclue car elle ne repond pas 
aux conditions definies ici pour les proteines autofluorescentes de cnidaires, a savoir 
coefficient d'extinction moleculaire sup6rieur a 14000 MfW 1 et rendement quantique 
de fluorescence superieur a 0,38. 

Selon un mode de realisation avantageux de l'invention, le recepteur est marqu6 
par une proteine fluorescente (n° 1) et le ligand est marque 

* soit par une substance fluorescente, le marquage etant : 

- soit effectu6 par voie chimique, la substance fluorescente etant alors un 
compose chimique, 
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- soit effectu6 par voie recombinante, la substance fluorescente etant alors un 
peptide ou une proteine fluorescente (n° 2), et pouvant etre notamment choisie paimi les 
proteines fluorescentes issues ou d6rivees de proteines autofluorescentes de cnidaires, 
dont le coefficient d'extinction moleculaire est sup6rieur k environ MOOOM^cmf 1 et le 
renderaent quantique de fluorescence est superieur a environ 0,38, notamment choisie 
parmi : 

- la proteine fluorescente verte (GFP), ou 

- des variants derives de la GFP, par addition , del6tion ou substitution d'un ou 
plusieurs acides amines, sous reserve que ces variants conservent la propriete de 
fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, ou de fragments des susdits variants, sous reserve 
que' ces fragments conservent la propriety de fluorescence, 

* soit par une substance non fluorescente appartenant au groupe des acides 
violets [Acid Violet 5, CAS 10130-48-0 ; Acid Violet 7, CAS 4321-69-1 ; Acid Violet 
17, CAS 4129-84-4], acides rouges [Acid Red 1, CAS 3734-67-6 ; Acid Red 8, CAS 
4787-93-3 ; Acid Red 37, CAS 6360-07-2 ; Acid Red 40, CAS 12167-45-2 ; Acid Red. 
106, CAS 6844-74-2; Acid Red 114, CAS 6459-94-5], les aUzarines, I'aluminon,., 
razocarmine B [CAS 25360-72-9], la fuschine basique [Basic Red 9, CAS 569-61-9], Id; 
Bordeaux R [Acid Red 17, CAS 5858-33-3], la Carmine [CAS 1390-65-4]. 

"CAS" correspond a Chemical Abstracts. 

Par marquage d f un recepteur ou d'un ligand, on entend : 

- pour le recepteur, la fusion de son gene ou ADNc, ou partie du g&ne ou de 
l'ADNc, avec le gene ou ADNc, ou partie du gene ou ADNc, de la GFP ; 

- pour le ligand, il peut s'agir d'un couplage chinpdque entre le ligand et un 
groupe fluorescent, ou bien de la fusion de son gene ou ADNc, ou partie du gene ou de 
l'ADNc, avec le gene ou ADNc, ou partie du g6ne ou ADNc, de la GFP. 

^invention concerne l'utilisation d'une proline fluorescente selon l'invention 
dans laquelle le recepteur et le ligand sont marques par voie g6netique, la proteine 
fluorescente et la substance fluorescente etant respectivement choisies parmi les couples 
de composes suivants : 

GFPUV-EYFP 
EYFP-GFPUV 
ECFP-EYFP 
EYFP-ECFP 




ECFP-EGFP 
EGFP-ECFP 
EGFP-EYFP 
EYFP-EGFP 

et notamment dans laquelle le r6cepteur est marqu6 par la proteine EYFP ou 
EGFP et le ligand est marque par la proteine ECFP, ou le recepteur est marque par la 
proteine ECFP et le ligand est marqu6 par la proteine EYFP ou EGFP. 

Selon un mode de realisation avantageux de l'invention, la proteine fluorescente 
est EGFP et: 

- soit la EGFP est donneur d'energie de fluorescence et le marqueur absorbant la 
lumiere emise par la EGFP est une substance fluorescente ou non, et le marqueur 6tant 
choisi parmi des substances, dont le spectre d'excitation chevauche le spectre d'emission 
de la EGFP, 

et, dans le cas ou le marqueur est une substance fluorescente, il est choisi 
parmi : le 4,4-difluoro-4-bora-3a,4a-diaza-s-indacene (Bodipy), l'eosine, la 
lissamine, l'6rythrosine, la tetramethylrhodamine, la sulforhodamine 101 
commercialisee par Molecular probe sous la denomination Texas Red, et leurs 
derives permettant d'une part le greffage et, d'autre part, dont le spectre 
d'excitation recouvre le spectre d'emission de EGFP, 

et, dans le cas ou le marqueur n'est pas une substance fluorescente, il est 
choisi parmi le groupe des acides violets [Acid Violet 5, CAS 10130-48-0 ; Acid 
Violet 7, CAS 4321-69-1 ; Acid Violet 17, CAS 4129-84-4], des acides rouges 
[Acid Red 1, CAS 3734-67-6 ; Acid Red 8, CAS 4787-93-3 ; Acid Red 37, CAS 
6360-07-2 ; Acid Red 40, CAS 12167-45-2 ; Acid Red 106, CAS 6844-74-2 ; 
Acid Red 1 14, CAS 6459-94-5], les alizarines, l'aluminon, l'azocarmine B [CAS 
25360-72-9], la foschine basique [Basic Red 9, CAS 569-61-9], le Bordeaux R 
[Acid Red 17, CAS 5858-33-3], la Carmine [CAS 1390-65-4], 
- soit la EGFP est accepteur d'energie de fluorescence et la substance 
fluorescente est donneur d'energie de fluorescence et est choisie parmi des substances, 
dont le spectre d'emission chevauche le spectre d'excitation de la EGFP, et notamment 
parmi : les coumarines, la fluorescamine, le 6-(N-methylanilino)naphtalene, (mansyl) et 
leurs derives permettent d'une part le greffage et, d'autre part, dont le spectre d'emission 
recouvre le spectre d'excitation de EGFP, 



o 18 o 

Selon un mode de realisation avantageux de Invention, la proteine fluorescente 
est ECFP et : 

- soit la ECFP est donneur d'energie de fluorescence et la substance fluorescente 
est accepteur d'energie et est choisie parmi la fluoresceme et le 7-nitrobenz-2-oxa-l,3- 
diazole, 

- soit la ECFP est accepteur d'energie de fluorescence et la substance 
fluorescente est donneur d'energie et est choisie parmi le pyrene ou la coumarine ou 
leurs derives permettant d'unepart le greffage, et, d'autre part, dont le spectre Remission 
chevauche le spectre d'excitation de la ECFP. 

S'agissant du rdcepteur, il peut etre choisi parmi : 

- les recepteurs membranaires couples a la proteine G, notamment dans 
Supplement Trends in Pharmacological Sciences, 1997 {Receptor and ion Channel 
Nomenclature) et dans les bases de donnees ensembl.org et GPCRdb, 

- les recepteurs des facteurs de croissance, notamment ceux qui sont 
structurellement relies au r6cepteur de l'insuline (Yarden, Y. and Ullrich, A., 1988) ou 
au recepteur de Interferon y (Brisco et al., 1996 ; Due, 1995) et ceux d6crits dans les 
bases de donnees ensembl.org et GPCRdb, ., ; 

- les recepteurs canaux, notamment dans Supplement Trends in Pharmacological 
Sciences, 1997 (Receptor and ion Channel Nomenclature) et ceux decrits dans les bases - 
de donnees ensembl.org et GPCRdb, 

- les recepteurs nucleaires intraceUulaires, notamment ceux qui sont 
structurellement relies au recepteur des steroides (Mangelsdorf et al., 1995 ; Wurtz et 
al., 1996) et ceux d6crits dans les bases de donnees ensembl.org et GPCRdb. 

Selon un mode de realisation avantageux, le recepteur est choisi parmi les 
recepteurs membranaires couples a la proteine G. 

Comme defini ci-dessus, on rappelle que par "r6cepteur" on designe toute 
molecule de nature proteique susceptible d'entrer en interaction non covalente avec un 
agent pharmacologique, et, preferentiellement, un recepteur de neurotransmetteur, 
d'hormones, de facteur de croissance etc., capable de produire, apres interaction avec 
un ligand pharmacologique, une reponse de transduction de signal mesurable in vivo 
et/ou in vitro. 

Par reponse de transduction de signal, on designe toute reponse, ou inhibition de 
reponse, mesurable in vivo et/ou in vitro, resultant de l'interaction d'un r6cepteur avec 
ses agents pharmacologiques sp6cifiques et conduisant a des activations ou inhibitions 



19 

du metabolisme cellulaire par effet sur des raessagers secondares, des enzymes, ou des 
courants ioniques. 

A titre d'exemples de recepteurs membranaires couples aux proteines G, on peut 
citer les recepteurs de purines et nucleotides, des amines biogeniques, des peptides et 
prot6ines, des eicosanoides, des lipides et derives, des acides amines excitateurs et des 
ions, des molecules olfactives ainsi que les recepteurs orphelins (ci-apres une liste assez 
exhaustive). 

A titre d'exemple de recepteurs de facteurs de croissance, on peut citer les 
cytokines, le facteur de croissance epidermique, l'insuline, le facteur de croissance 
derive des plaquettes, le facteur de croissance de transformation. 

A titre de recepteurs canaux, on peut citer notamment les recepteurs de 1ATP, de 
la serotonine, du GAB A, de la glycine, de ^acetylcholine, du glutamate. 

A titre d'exemple de recepteurs nucleates, on peut citer notamment les recepteurs 
des hormones thyroYdiennes, des cestrogenes, des glucocorticoides, des retinoldes. 
A titre de ligands des recepteurs couples a la proteine G on peut citer : 
o Purines et Nucleotides 
. Adenosine 
. cAMP 
. ATP 
. UTP 
. ADP 

• Amines Biogeniques (et ligands naturels relies) 
. 5-hydroxytryptamine 
. Acetylcholine 
. Dopamine 
. Adrenaline 
. Histamine 
. Melatonine 
. Noradrenaline 
. Tyramine/Octopamine 
. autres composes relies 
* Peptides 
. Hormone adrenocorticotrophique (ACTH) 




. Hormone stimulatrice de melanocyte (MSH) 

. Melanocortines 

. Neurotensine (NT) 

. Bombesine et peptides voisins 

. Endothelines 

. Cholecystokinine 

• Gastrine 

. Neurokinine B (NKB) 

. Recepteur des tachykinines 

. Substance K (NKA) 

. Substance P (SP) 

. Neuropeptide Y (NPY) 

. Facteur de liberation de la thyrotropine 

. Nociceptine 

. Bradykinine 

. Angiotensine II 

. Beta-endorphine 

. C5a anaphalatoxine 

. Calcitonine 

. Chemokines (egalement appeles intercrines) 

. Facteur de liberation corticotrophique (CRF) 

. Dynorphine 

. Endorphine 

. Peptides formyles 

. Follitropine (FSH) 

. Pheromones de maturation fongique 

. Galanine 

. Recepteur du polypeptide inhibiteur gastrique (GIP) 
Peptides analogues du glucagon (GLPs) 
Glucagon 

Hormone de liberation de gonadotropine (GmRH) 
Hormone de liberation de rhoimone de croissance (GHRM) 
Hormone diur&ique d'insecte 
Interleukine 
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. Leutropine (LH/HCG) 
. MET -enkephaline 
. Peptides opioides 
. Oxytocine 

5 . Hormone parathyroi'de (PTH) et (PTHrP) 

. Peptides activant Tad&iyl cyclase pituitaire (PACAP) 
. Secretine 
. Somatostatin 
. Thrombine 
1 0 . Thyrotropine (TSH) 

. Peptide instestinal vasoactif (VTP) 
. Vasopressine 
. Vasotocine 
• Eicosanoides 
15 .IP - Prostacyclins 

. PG - Prostaglandines 
. TX - Thromboxanes 
« Composes a base de retinal 
. 1 1-cis retinal de vertebre 
20 . 1 1-cis retinal d f invertebr<§ 

© Lipides et composes a bases de lipides 
. Cannabinoides 
. Anandaniide 
. Acide lysophosphatidique 
25 . Facteur d'activation des plaquettes 

. Leukotrienes 
9 Amino acides excitateurs et ions 
. Ion Calcium 
. Glutamate 
30 © R6cepteurs orphelins 

La presente invention concerne un procede tel que defini ci-dessus, caracterise en 
ce que Ton determine la variation : 
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- de la cinetique de dissociation du complexe forme entre le susdit recepteur et 
l'un de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport a la cinetique de 
dissociation du complexe forme entre ledit recepteur et ledit ligand, en l'absence dudit 
effecteur, 

- et/ou de ramplitude de la liaison formee entre le susdit recepteur et l'un de ses 
ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport a l'amplitude de la liaison 
form6e entre ledit r6cepteur et ledit ligand, en l'absence dudit effecteur. 

La presente invention concerne un procede tel que defini ci-dessus, caracteris6 en 
ce que l'on determine uniquement la cin6tique de dissociation du complexe forme entre 
le susdit recepteur et l'un de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par 
rapport a la cinetique de dissociation du complexe forme entre ledit recepteur et ledit 
ligand, en l'absence dudit effecteur. 

Dans tous les cas, la mesure de la variation de la cinetique est sufflsante afin de 
d6tecter un effecteur allosterique. 

L'interet d'observer seulement la cinetique de dissociation reside dans le fait qu'a 
des concentrations 61ev6es (saturantes) de ligand fluorescent, il est possible qu'aucune 
variation d'amplitude ne soit detectable car tous les sites de liaison sont satures. 

La presente invention concerne un procede tel que defini ci-dessus, caracterise en 
ce que l'on determine uniquement l'amplitude de la liaison formee entre le susdit 
recepteur et l'un de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport a. 
l'amplitude de la Uaison formee entre ledit recepteur et ledit ligand, en l'absence dudit 
effecteur. 

Dans certains cas, la mesure seule de 1'ampUtude est sufflsante afin de detecter un 
effecteur alllosterique, tandis que dans d'autres, elle doit Stre couplee a la mesure de la 
variation de la cinetique. 

Selon un mode de realisation avantageux de la presente invention, le procede tel 
que defini ci-dessus est caracterise en ce que le ligand est un antagoniste. 

Comme d6fini ci-dessus, on rappelle que par "antagoniste", on entend toute 
mol6cule inhibant l'effet de l'agoniste en se Kant sur le meme r6cepteur que ce dernier. 

Selon un mode de realisation avantageux de la presente invention, le procede tel 
que defini ci-dessus est caracterise en ce que le ligand est un agoniste. 

Comme defini ci-dessus, on rappelle que par "agoniste", on entend toute molecule 
se liant au site du ligand endogene naturel et capable d'activer la reponse biologique. 



Tout systeme biologique complexe peut etre decrit par un modele partiel 
comprenant un nombre d' etats reduits suffisants pour decrire le phenomene observe. 
Dans le cas des modulateurs ou effecteurs allosteriques, on emploie un modele partiel 
comprenant deux 6tats : l'etat de repos (R) et Fetat actif (A) du recepteur. 

On a ainsi un equilibre R A. 

Dans ce modele, les ligands presentent des affmites distinctes pour les etats R et 
A. De maniere qualitative, on peut decrire les affmites relatives K R et K A pour 
respectivement R et A de la maniere suivante, avec c = K A / Kr : 

Affinite pour Etatde repos Etat actif c 

Agoniste moins bonne meilleure c < 1 

Antagoniste 

. . _ meilleure moins bonne c > 1 

competitif 



Dans cette description, un agoniste deplace l'equilibre R <-» A en faveur de A car 
son affinite est meilleure pour A que pour R. Inversement, 1' antagoniste competitif 
deplace Tequilibre vers R. Les ecarts d' affinite entre Tetat R et l'etat A varient de 1 fois 
(c = l)(pas de difference d'affinite) a plus de 100 fois selon le ligand (c > 100 ou 
c < 0,01). On obtient ainsi, pour un ensemble de ligands d'une cible, une palette de 
molecules agonistes (c < 1) ou antagonistes (c > 1) d'efficacit6 variable. 

En pratique, rassociation d'un ligand a un site r6cepteur est controlee par la 
diffusion de ce ligand dans le milieu biologique. Des differences d* affinite pour un 
ligand donne, et pour un site donne, resultent d'une vitesse de dissociation differente 
dudit ligand pour le site dans chacune des conformations qu'il peut adopter. II en est de 
meme pour les agonistes, les antagonistes comp6titifs et les effecteurs allosteriques. II 
resulte de ceci que l'effecteur allosterique, en stabilisant par exemple une conformation 
de haute affinite pour l'agoniste, va augmenter la proportion des recepteurs dans la 
conformation de haute affinite, et done entrainer une diminution de la vitesse de 
dissociation de l'agoniste lie a son site. Dans ime mesure experimentale de vitesse de 
dissociation, on obtiendra une courbe de dissociation en fonction du temps dont Failure 
generale sera plus lente si 1'effecteur stabilise des etats de haute affinite pour le ligand 
fluorescent. Ces courbes sont correctement analysees selon un modele multiexponentiel 
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dans lequel les vitesses de dissociation sont identiques en presence et en absence 
d'effecteur, mais dont les amplitudes (et done les concentrations fractionnelles des 
divers etats conformationnels) different. On obtiendra ainsi des rapports de 
concentration [Repos]/[ActifJ qui differeront lorsque l'agoniste seul est present et 
lorsque l'agoniste et l'effecteur allosterique sont presents tous deux. De la meme 
maniere, l'experience peut etre conduite avec un antagoniste : dans ce cas, l'effet des 
effecteurs allosteriques sera de signe oppose a celui qui est observe pour un agoniste. 

Si on effectue une dissociation apres association a l'equilibre, on pourra rev61er 
cette difference d'afflnite entre R et A par une cin6tique de dissociation presentant un 
decours temporel monoexponentiel (0,01 <: Loc < 100) ou biexponentiel pour L 0 c > 100 
ou L 0 c < 0,01. Dans le cas ou la cinetique est biexponentielle, elle est d6crite a l'aide de 
2 constantes de vitesse et de 2 amplitudes, et le rapport des 2 amplitudes correspond a la 
concentration fractionnelle de chacun des etats. Lorsque la cinetique de dissociation est 
biexponentielle, on enregistre la somme des evenements de dissociation de chacun des 
etats conformationnels. 

De meme que precedemment, dans le cas des effecteurs, on peut decrire les 
affinites relatives K R et K A pour respectivement R et A de la maniere suivante, avec c = 
K A /K R : 
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Affinitepour Etat de repos £tatactif c 

Effecteurpositif moins bonne meilleure c<l 
Effecteur negatif meilleure moins bonne c>l 

Dans cette description, un effecteur positif deplace l'equilibre RoAen faveur 
de A car son affinite est meilleure pour A que pour R. Inversement, l'effecteur negatif 
deplace l'equilibre vers R. 

Ainsi, dans le cas ou il existe deux etats, a savoir un etat actif et un etat de repos, 
la presente invention concerne un precede tel que defini ci-dessus, caracterise en ce que 
la cinetique de dissociation du complexe forme entre ledit r6cepteur et l'un de ses 
ligands (agoniste), en presence dudit effecteur, est plus lente que la cinetique de 
dissociation du complexe form6 entre ledit recepteur et ledit ligand, en 1'absence dudit 
effecteur, ce qui implique que l'effecteur allosterique est un effecteur positif. Dans ce 
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mode de realisation prefere de 1'invention, le ligand est un agoniste : il deplace done 
1'equilibre R <-» A vers A (etat actif du recepteur) pour lequel il a une affinite plus 
elevee et done une vitesse de dissociation plus lente, tandis que l'effecteur allosterique 
deplace aussi 1'equilibre vers A, ce qui a pour effet d'augmenter l'amplitude de la 
dissociation lente et de diminuer l'amplitude de la dissociation rapide. 

Dans le cas oil il existe deux etats, a savoir un etat actif et un etat de repos, la 
presente invention concerne un procede tel que defini ci-dessus, caracterise en ce que la 
cinetique de dissociation du complexe forme entre ledit recepteur et l'un de ses ligands 
(agoniste), en presence dudit effecteur, est plus rapide que la cin6tique de dissociation 
du complexe forme entre ledit recepteur et ledit ligand, en l'absence dudit effecteur, ce 
qui implique que l'effecteur allosterique est un effecteur negatif. Dans ce mode de 
r6alisation prefere de l'invention, le ligand est un agoniste : il deplace done 1'equilibre R 
^ A vers A (etat actif du r6cepteur) pour lequel il a une affinite plus 61evee et done une 
Vitesse de dissociation plus lente, tandis que l'effecteur allosterique deplace aussi 
1'equilibre vers R, ce qui a pour effet de diminuer l'amplitude de la dissociation lente et 
d'augmenter l'amplitude de la dissociation rapide. 

Dans le cas ou il existe deux etats, a savoir un etat actif et un etat de repos, la 
presente invention concerne un proc6d6 tel que defini ci-dessus, caract6rise en ce que la 
cinetique de dissociation du complexe form6 entre ledit recepteur et l'un de ses ligands, 
en presence dudit effecteur, est plus lente que la cinetique de dissociation du complexe 
forme entre ledit recepteur et ledit ligand, en l'absence dudit effecteur, ce qui implique 
que l'effecteur allost6rique est un effecteur negatif. Dans ce mode de realisation prefere 
de l'invention, le ligand est un antagoniste : il deplace done 1'equilibre R ^ A vers R 
(etat de repos du recepteur) pour lequel il a une affinite plus elevee et done une vitesse 
de dissociation plus lente, tandis que l'effecteur allosterique stabilise l'etat de repos, ce 
qui a pour effet d'augmenter l'amplitude de la dissociation lente, tout en diminuant 
1' amplitude de la dissociation rapide. 

Dans le cas ou il existe deux etats, a savoir un etat actif et un etat de repos, la 
presente invention concerne un procede tel que defini ci-dessus, caracterise en ce que la 
cinetique de dissociation du complexe forme entre ledit recepteur et l'un de ses ligands, 
en presence dudit effecteur, est plus rapide que la cinetique de dissociation du complexe 
form6 entre ledit recepteur et ledit ligand, en l'absence dudit effecteur, ce qui implique 
que l'effecteur allosterique est un effecteur positif. Dans ce mode de realisation prefere 
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de Pinvention, le ligand est un antagoniste : il deplace done Pequilibre R A vers R 
(etat de repos du recepteur) pour lequel il a une affinite plus 61evee et done une vitesse 
de dissociation plus lente, tandis que Peffecteur allosterique stabilise Petat actif, ce qui 
a pour effet de diminuer P amplitude de la dissociation lente, et d'augmenter P amplitude 
de la dissociation rapide. 

Dans le cas ou le recepteur peut adopter un nombre de conformations superieur k 
deux, il convient d'identifier les conformations occupees par le ligand fluorescent afin 
de determiner sur quels equilibres conformationnels porte Peffet de P agent allosterique 
suppos6. 

Ainsi, s'il existe trois etats conformationnels R (repos), A (actif) et D 
(desensibilise), l'agoniste peut occuper les etats A et D tandis que P antagoniste se liera 
de maniere preferentielle a Petat R ou a Petat D. II en resultera des effets de nature 
diffSrente de P agent allosterique selon que Ton utilisera un agoniste fluorescent ou une 
antagoniste fluorescent dans les experiences de mesure de liaison. L'effecteur positif 
(qui stabilise A) reduira la liaison de Tagoniste a Tetat D. II y aura augmentation de la 
vitesse de dissociation par disparition d*une jfraction des recepteurs dans Tetat D qui 
generalement lie T agoniste avec une affinite plus grande que Petat A. 

De la mSme maniere, si il existe deux etats actifs Al et A2, un effecteur 
stabilisant Al aura pour effet de reduire la liaison a A2 (et diminuera les reponses qui y 
sont associees) tandis qu'il augmentera la liaison k Al (et potentialisera les reponses qui 
y sont associees). Dans ce cas, on observera une augmentation de la vitesse de 
dissociation de P agoniste fluorescent. 

L'analyse des cinetiques d' association du ligand est plus complexe. Elle depend 
en effet du syst&ne exp6rimental analys6- Pour certains recepteurs, et dans certaines 
conditions experimentales, il est possible d*observer des cinetiques d' association 
multiexponentielles. Dans ces cas, la cinetique la plus rapide reflete Pinteraction 
bimoleculaire du ligand (agoniste ou antagoniste) avec le r6cepteur, tandis que les 
cinetiques plus lentes peuvent refleter des interconversions conformationnelles qui 
prennent place plus lentement Si cela est observe experimentalement, il est alors 
possible d' analyser les amplitudes des cinetiques lentes et d'observer des variations de 
ces amplitudes en presence d'un effecteur allosterique. Ces variations refleteront la 
stabilisation differentielle des divers etats conformationnels par Peffecteur allosterique. 
Dans d'autres cas defavorables, les interconversions conformationnelles sont 
cinetiquement invisibles car plus rapides que la cin6tique d' association bimoleculaire du 
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ligand avec le recepteur. I/effet d'un effecteux allosterique sur la vitesse dissociation 
n'est alors pas detectable experimentalement. 

L'analyse des reponses est une maniere de suivre Fetat actif du recepteur. En 
effet, on definit Fetat actif comme un etat conformationnel dote de la capacite de 
5 produire la reponse biologique, L 5 analyse des reponses doit porter sur plusieurs 

parametres : 

L'un des param&tres les plus simples a evaluer est Famplitude de la reponse. 
Celle-ci sera plus grande en presence d'un effecteur allosterique positif et plus faible 
lorsque F effecteur allosterique est negatif. 

10 Le deuxieme parametre est celui du delai : il est parfois possible de detecter un 

delai d'etablissement plus court pour des reponses potentialisees, et inversement un 
delai plus long pour des reponses inhibees, en comparaison k une reponse controle. Ceci 
est en effet observable lorsque le recepteur active des effecteurs secondares eux-memes 
responsables de la reponse. Dans ce cas, qui est celui des recepteurs couples aux 

15 proteines G, F accumulation transitoire de proteines de relais activees (la proteine G) ou 

de messagers secondaires (inositols triphosphates, AMPc...), F apparition de la reponse 
peut survenir avec un delai moindre lorsqu'il y a potentialisation. 

Enfin, lorsque plusieurs reponses peuvent etre declenchees par un recepteur, 
F analyse comparative des amplitudes (et/ou des d61ais) des diverses reponses peut 

20 apporter des indications sur la nature de F effet modulateur. 

La presente invention concerne egalement un procede tel que defini ci-dessus, par 
determination de : 

- la variation de F amplitude de la liaison formee entre le susdit recepteur et Tun 
de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport a Famplitude de la 

25 liaison forme entre ledit recepteur et ledit ligand, en F absence dudit effecteur, 

- et eventuellement de la variation de la cinetique de dissociation du complexe 
forme entre le susdit recepteur et Tun de ses ligands en presence dudit effecteur 
allosterique, par rapport a la cinetique de dissociation du complexe forme entre ledit 
recepteur et ledit ligand, en F absence dudit effecteur. 

30 La presente invention conceine un procede tel que defini ci-dessus, caracterise en 

ce que Ton determine uniquement la variation de Famplitude de la liaison formee entre 
le susdit recepteur et Tun de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par 
rapport a Famplitude de la liaison forme entre ledit recepteur et ledit ligand, en 
Fabsence dudit effecteur, lorsque ladite variation est positive. 
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La presente invention conceme un procede tel que defini ci-dessus, caracterise en 
ce que Ton determine : 

- la variation de ramplitude de la liaison formee entre le susdit recepteur et l'un 
de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport a ramplitude de la 
liaison forme entre ledit recepteur et ledit ligand, en l'absence dudit effecteur, 

et que ladite variation est nSgative, ce qui necessite la determination de : 

- la variation de la cinetique de dissociation du complexe forme entre le susdit 
recepteur et l'un de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport a la 
cin6tique de dissociation du complexe forme entre ledit recepteur et ledit ligand, en 
Fabsence dudit effecteur. 

Ce mode de realisation permet ainsi de distinguer un effecteur allosterique d'un 
agent competitif. 

Selon un mode de realisation avantageux de la presente invention, le procede de 
l'invention est caracteris6 en ce que ladite variation de cinetique de dissociation est 
positive ou negative, ce qui implique que le compos6 teste est un effecteur allosterique. 

Selon un mode de realisation avantageux de la presente invention, le procede de 
l'invention est caracterise en ce que ladite variation de cinetique de dissociation est- , 
nulle, ce qui implique que le compose test6 est un competiteur. / 

Dans le cas des recepteurs couples aux proteines G on discerne des cas complexes ■-. 
car il peut exister plusieurs etats actifs d'un recepteur (Palanche et al., 2001 ; Lefkowitz, . 
1998). Dans ce cas, les differents etats actifs sont pourvus de proprietes fonctionnelles 
distmctes, c'est-a-dire qu'ils regulent des reponses qui peuvent differer les unes des 
autres. L' effecteur allosterique peut alors avoir un comportement discriminant les 6tats 
actifs entre eux. Ainsi, en privil6giant la stabilisation d'un etat actif pris parmi plusieurs, 
l'effecteur peut se comporter comme modulateur positif d'une reponse donn6e tout en 
se comportant comme un modulateur n6gatif des reponses associees aux autres 6tats 
actifs. On definira alors le caractere positif et/ou negatif par rapport a une reponse 
biologique donnee. 

L'effecteur peut moduler une reponse inconnue du recepteur. Ainsi, dans le cas ou 
on n'observe pas d'effet sur une reponse connue sur le rdcepteur, la presente invention 
permet de rechercher d'autres reponses du recepteur. 
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lesdits produits etant des composes tels que detectes par le procede indique ci- 
dessus. 

Les produits de formule All, Gil, H10, H6, H3, F3, 801, 802, 803, 804, 805, 
806, 807, 808, 809, CV1-80, CV1-81, CV1-84, CV1-85, CV1-93, CV1-97, CV1-122, 
CV1-123, CV1-131 et CV1-135 sont nouveaux en tant que tels. 

Les tableaux 1 et 2 suivants resument l'ensemble des donnees exp6rimentales 
acquises pour les molecules G6, Al 1, Gl 1, F3, H6, F9, H3, F7, H10, NP234 (ou 801), 
NP 246 (ou 803), 804, 805, 806, 808, 807, 809, CV1-80, CV1-81, CV1-84, CV1-85, 
CV1-93, CV1-97, CV1-122, CV1-123, et CV1-135, dont les structures sont indiquees 
en colonnes. 

Dans le tableau 1, la colonne "code" correspond au nom d'usage ; la colonne 
"EC50" correspond a la concentration de compose provoquant une augmentation de 
50% (par rapport a la valeur maximale) du pourcentage de l'amplitude de la vitesse de 
dissociation rapide ; la colonne "%al (max) " correspond a la valeur maximale observee 
pour l'augmentation d'amplitude de la vitesse de dissociation rapide ; la colonne "IC50" 
correspond a la concentration de compos6 pour laquelle on observe une diminution de 
50% de la liaison de 20 nM de NKA-Bo au recepteur EGFP-NK2R ; la colonne "Rep 
Ca" correspond a la capacite de chaque compose a evoquer une r6ponse calcique sur des 
cellules n'exprimant pas le rdcepteur EGFP-NK2R et la colonne "inhib AMPc" indique 



# 



32 



la capacite de chaque compose a inhiber la reponse de production d' AMPc evoqu6e par 
la NKA. 

Dans le tableau 2, la colonne "code" correspond au nom d'usage ; la colonne 
"EC50" correspond k la concentration de compose provoquant une augmentation de 
50% (par rapport a la valeur maximale) du pourcentage de r amplitude de la vitesse de 
dissociation rapide ; la colonne "% al (a 10 \iM) " signifie que les composes ont ete 
testes urriquement a 10 jxM et compares aux valeurs determinees pour 805 (T = 22 ± 1 
represente P amplitude de dissociation rapide en absence d'effecteur) ; la colonne "% 
Reversion de liaison (i 10 p,M) " signifie que les composes ont 6te testes uniquement a 
10 jiM et compares aux valeurs determinees pour 805. 

Parmi tous les composes, 805 a fait l'objet d'une etude de la potentialisation des 
repdnses calciques evoqu^es par la NKA ou la NKA tronqu6e sur les rdcepteurs NK2R 
humain sauvage, NK1R humain sauvage, ou EGFP-NK2R. 
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4~{[(Naphlhalen- 
2-ylmethy])- 

amino) -methyl} - 
phenyl amine 


ns 


ns 


>50 


ns 


nt 


F7 




i 9 3-Diphenyl-3-(5- 
phenyl-thiazoI-2- 
yIamino)-propan- 
I-one 


>50 


>60 


90 


ns 


nt 


H10 




2-(Naphthalen-2- 
ylmethyi-phenyl- 
amino)-acetataide 


>50 


. >60 


>100 


ns 


nt 



w : non significatif ; nt : non teste ; ?; wo?2 interpretable 




Tableau 1 (suite) 



pppi 
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: 


HI 




NP234 
ou 
801 




[(4- 

chlorob enzylX2- 
naphlhylmethyl)a 
mino]acetonitrile 


5-10 


60-70 


110 


ns 


-H- 


NP246 
ou 
803 


Cf 


[<3,4- 
diahlorobenzyl)(2- 
naphthylmethyl)a 
minojacetonitrile 


10-30 


60-70 


>500 


ns 


nt 


olKf 


^ ^ ^ — NH 2 


[(4- 

aminoben2yl)(l- 
naphlhylmethyl)a 
mino]acetonitrile 


20-30 


>80 


>100 


ns 


at 


805 ' 




[benzyl(2- 
naphthylmethyl)a 
mino]acetonitrile 


3-8 


80 


>500 


ns 


++ 


806 


.COOMe 

oxco 


methyl £benzyl(2- 
naphthylmethyl)a 
mino]acetate 


10-20 


90 


>200 


ns 


nt 


808 


^ So 


//-benzyl-AT.(2- 

naphlhylmethyl> 
Af-prop-2- 
jnylanune 


20-30 


>70 


>200 


+ 




807 


o 


2-[benzyl(2- 
naphthylmethyl)a 
minojacetamide 


? 


>90 


100 


+ 
? 


nt 


809 




[benzyl(5-phenyl- 

l,3-thiazol-2- 
yl)amino]acetonitr 
ile 


1-20 


>75 


>100 


nt 


nt 



ns : non significatif ; nt : non teste ; 



?: non interpretable 
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Tableau 2 




805 



29 (IOmM) 
45 (50nM) 



l(lOnM) 
9(50jiM) 



CV1-80 




bromobenzyl)(2- 
naphthylmethyl)a 
mmo]acetonitrile 



nt 



25 



16 



CV1-81 




[benzyl(U7-indoJ- 
3- 

yimethyl)amino]ac 
etonitrile 



nt 



22 



15 



CV1-84 




[benzyl(3- 
bromobenzyl)anun 
o]acetonttrtte 



nt 



25 



CV1-85 




0>enzyl(4- 
bromobeuzyI)amin 
ojacetonitrile 



nt 



28 



CV1-93 




[(4- 

bromobenzylX2- 



nt 



26 



mino]acetonitrile 



CVl-97 




[benzyl(2,3- 
dichlorobenzyl)am 
ino] acetonitrile 



nt 



34 



15 



CV1- 
122 




[benzyl(4- 
chlorobenzyl)amui 
ojacetonitrile 



nt 



31 



17 



CV1- 
123 




[benzyl(3- 
chIoroben2y])amin 
ojacetonitrile 



nt 



26 



CV1- 
135 




nt 



.22 



ns : nan significatif ; nt : nan teste ; ?: non interpretable 
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Les composes susmentionnes sont regroupes dans deux grandes families : famille 
I et famille II. 

La famille I regroupe les composes Al 1, Gl 1, H10, 801, 803, 804, 805, 806, 808, 
807, CV1-80, CV1-81, CV1-84, CV1-85, CV1-93, CV1-97, CV1-122, CV1-123 et 
CV1-135. 

Ces composes repondent a la formule generate suivante : 

dans laquelle n est egal a 0 ou 1, Ar, et Ar 2 represented des groupes aromatiques 
substitues monocycles ou bicycles et R represente un groupe electroattracteur tel que 
CN; COOMe ou CONRiR 2 ou un groupe insature tel qu'un groupe alcene ou alcyne. 





n 

JU 




Ar 2 


R 


AH 


l 


p-naphtyle 


(para) /=\ 


C=N 


Gil 


i 


p-naphtyle 




C=N 


mo 


0 


P-naphtyle 


o 


CONH 2 


801 


l 


p-naphtyle 


(para) /==\ 

V>" CI 


C=N 


803 


l 


p-naphtyle 


(paraet ^ y^~ cl 
meta) v — (/ 

Cl 


C=N 


804 


i 


oe-naphtyle 


(para) NH, 


C=N 


805 


l 


P-naphtyle 


O 


C=N 


806 


l 


p-naphtyle 


o 


COOCH 3 


808 


l 


p-naphtyle 


o 


C=CH 
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Les composes H6 et H3 sont des intermedials de synthese 
V obtention des composes de la famine I susmentionnee. 
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La famille II regroupe les composes F3, F7 et 809. 
Ces composes repondent a la formule generate suivante : 

R 



-or 



dans laquelle Ar, et Ar 2 represented des groupes aromatiques, R represente soit 
un atome d'hydrogene soit un groupe -CH 2 CN, et R, est un atome d'hydrogene ou un 
groupe CH 2 COO. 



Les composes F7 et F9 sont deja connus et sont decrits dans l'article de Moutou et 
al. (1994). 

Par ailleurs, le compose G6 du tableau 1 est deja connu et decrit dans la demande 
internationale WO 02/24192. 

Modes de preparation des compos es susmentinnntSs • 

I - Mode de preparation des composes de la famille I : 
A) Premiere etape : preparation des amines secondares : 

A une solution de l'aldehyde aromatique approprie (1 eq) dans le methanol, on 
ajoute ramine primaire (1 eq)(voir tableau ci-apres). Le milieu reactionnel est chauffe a 
60°C pendant deux heures puis refroidi rapidement a 0°C. On ajoute ensuite du NaBHU 
(2 eq) et on agite pendant quelques minutes puis on remet le milieu reactionnel a 
temperature ambiante pendant une heure. Apres evaporation de la solution, on extrait 
avec de 1'AcOEt en lavant avec de I'eau puis avec une solution saturee en NaCl. On 
seche avec Na 2 S0 4 , on filtre sur firitte et on evapore a sec. L'amine secondaire, ainsi 
isolee, le plus generalement sous la forme d'une huile, est utilisee telle quelle sans 
aucune purification. 

L'amine secondaire ainsi obtenue repond a la formule suivante : 



dans laquelle Arj et Ai 2 sont tels que d6finis ci-dessus. 
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Un exemple de reaction correspondant a l'etape 1 (ici obtention du compose H3) 
est : ni^ 




p-naphtaidehyde 
(commercial) 



4-aminobenzylamine 
(commercial) 



Tableau recapitulatif des produits de depart 




Produit final obtenu 

a i issue uic ji & 


Aldehyde de depart 


Amine de depart 


H3 


p -naphtaldehyde 


4-aminobenzylamine 


All 


p-naphtaldehyde 


4-aminobenzylamine 


Gil 


p-naphtaldehyde 


4-ethoxycarbonylbenzylamine 


H6 


p-naphtaldehyde 


4-chlrobenzylamine 


H4 


P-naphtald6hyde 


benzylamine 


H10 


p-naphtaldehyde 


aniline 


801 


p-naphtaldehyde 


4-chlorobenzylamine 


803 


p-naphtald6hyde 


3 ,4-dichlorobenzy lamine 


804 


a-naphtaldehyde 


4~aminobenzylamine 


805 


P-naphtaldehyde 


benzylamine 


806 


P-naphtald6hyde 


benzylamine 


803 


p-naphtaldehyde 


benzylamine 


807 


p-naphtald6hyde 


" benzylamine 


CV1-80 


P-naphtaldehyde 


2-bromobenzylamine 


CV1-81 


P-naphtaldehyde 


indol 3 -methy lamine 


CV1-84 


3 -bromobenzaldehy de 


benzylamine 


CV1-85 


4-bromobenzaldehyde 


benzylamine 


CV1-93 


p-naphtald6hyde 


4-bromobenzylamine 


CV1-97 


3 ,4-dichlorobenzaldehyde 


benzylamine 


CV1-122 


4-chlrobenzaldehyde 


benzylamine 


CV1-123 


3 -chlrobenzaldehyde 


benzylamine 
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B) Deuxieme etape : preparation des amines tertiaires : 

L' amine secondaire (1,1 eq) obtenue a 1* etape pr£cedente est dissoute dans le 
dim6thylfonnamide, et on ajoute de Phalog6nure d'alkyle (cWoroacetonitrile, chlorure 
de propargyle, etc.)(voir plus loin). La solution est chauffee k reflux pendant 12 heures 
puis on la laisse revenir a temperature ambiante. On extrait ensuite avec de Tether (10 
fois plus en volume que le DMF) et on lave avec de Peau puis avec une solution saturee 
de NaCL La phase organique est sechee avec Na 2 SC>4 puis elle est evaporee a sec. Le 
brut est purifie par chromatographie sur gel de silice (AcOEt 1/Hex 9). Les 
chlorhydrates sont prepares par barbotage de HC1 gazeux dans P AcOEt. 

On obtient alors les composes susmentionnes, sous forme de cHorhydrate, de 
formule telle que d6finie ci-dessous : 

Ar.^^N'^Ar. , HC1 

Plus prScisement, cette deuxieme etape correspond au schema reactionnel 
suivant : 




Les amines secondares sont done mises a r6agir avec differents halogenures 
commerciaux. 

Pour les composes All, Gil, 801, 803, 804, 805, CV 1-80, CV1-81, CV1-84, 
CV1-85, CV1-93, CV1-122, CV1-123 et CV1-135, on utilise du chloroac&onitrile. 

Pour les composes 806 et CV1-97, on utilise du bromo ou du chloroac&ate 
d'ethyle ou de m6thyle. 

Pour les composes H4, H10 et 807, on utilise du bromo ou du chloroacetamide. 

Pour le compose 808, on utilise du bromure ou du chlorure de propargyle. 



10 1) 
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Concernant le compose CV1-135, il est obtenu selon un mode op6ratoire 
particulier, tel que ctecrit ci-apres : * n — ^ 

On dissout dans Facetonitrile le 4-bromobenzonitrile de formule : NC \ / Br 
ainsi que le catalyseur PdCl 2 (PPh 3 )2, de Tiodure de cuivre Cul, la base NEt 3 et du 
phenylacetylene. Le milieu reactionnel est chauffe pendant une nuit a 50-60°C. On 
evapore en fin de reaction et on purifie par chromatographic sur colonne de silice. 
Ce mode operatoire correspond au schema reactionnel suivant : 

PdCL^Pi^ 

Cul, NEtg I 
ACN, 60°C 



NC- 




Br 




nc -0" 



2) 



15 



NC 




H 2 / Pd cat. 
MeOH 




CV1-135 



20 
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II - Mode de preparation des composes de la famille II : 

Le 5-phenyl 2-benzylaminothiazole est obtenu au depart du 5-phenyl-2- 
aminothiazole par condensation avec le benzald6hyde, suivie d'une bydrogenation. Le 
compost obtenu et ensuite alkyl6 par le chloroacetonitrile (voir mode operatoire I). 

Le compose F3 est obtenu selon le schema reactionnel suivant : 




CHO 




y NH > 




30 




A une solution de 5-phenyl-2-ammobenzylthiazole (1 eq) dans le DMF refroidi a 
0°C est ajoute du NaH (1,3 eq). Le milieu reactionnel est-agite pendant 15 minutes puis 
le chloroacetonitrile (1 eq) est ajoute gouttes a gouttes. L'agitation est poursuivie a 
temperature ambiante pendant 8 heures, la solution est ensuite diluee par l'eau. Apres 
5 extraction a l'acetate d'ethyle, la phase organique est sechee sur sulfate de sodium 

anhydre et est evaporee. Le brut r6actionnel est puriffe par chromatographie sur gel de 
silice (AcOEt 1 / Hexane 2). 

10 On obtient done ainsi par exemple le compose 809 : 

((5-phenyl-thiazol-2-yl)-JV-benzyl)acetonitrile C18H15N3S (305,40 g.mol"') 
sous la forme d'une poudre beige, selon le schema reactionnel suivant : 



15 




20 



F3 809 

RMN l H (CDC1 3 , 200 MHz) : 4,42 (s, 2H) ; 4,70 (s, 2H) ; 7,30-7,51 (m, 1 1H) 




DESCRIPTION DETAILLEE DE L'INVENTION 

Dans sa realisation preferee, le developpement de l'invention utilise 1'ADNc 
codant pour la proteine fluorescente verte (Prasher et al., 1992) de la meduse aequorea 
victoria, preferentiellement les mutants EYFP, EGFP et ECPF de cette proteine 
optimisee pour leur expression dans les organismes hdtes preferes, les cellules 
mammi feres. 

L'ADNc peut etre modifie pour coder pour un variant dans lequel un ou plusieurs 
acides amines sont substitu6s, insdres ou deletes afin de pennettre sa fusion, en N ou en 
C-terminal avec le gene codant pour un recepteur. 

Le recepteur peut etre choisi parmi : 

1) les recepteurs de neurotransmetteurs couptes a des proteines G structurellement 
relies aux recepteurs adrenergiques et recepteurs metabotropiques du glutamate tels que 
presents dans la liste actualisees annuellement et editee dans les bases de donnees 
GPCRdb (http://www.gcrdb.uthscsa.edu ou http://www.gpcr.org), ensembl 
(http://www.ensembl.org) entre autres. 

2) les recepteurs-canaux structurellement relies aux recepteurs nicotiniques, aux 
recepteurs de glutamate et aux recepteurs de l'ATP, tels que presentes dans la liste 
actualisees annuellement et edit6e dans les bases de donnees 
GPCRdb (http://www.gcrdb.uthscsa.edu ou http://www.gpcr.org), ensembl 
(http://www.ensembl.org) entre autres. 

3) les recepteurs nucl6aires poss6dant un domaine d'interaction avec l'ADN 
structurellement relies au recepteur des steroides (Mangelsdorf et ah, 1995 ; Wurtz et 
al., 1996). 

4) les recepteurs de la membrane plasmique k activit6 tyrosine kinase 
structurellement relies au recepteur de l'insuline (Yarden, Y. and Ullrich, A., 1988). 

5) les recepteurs membranaires couples aux proteines tyrosine kinases (STATs, 
TYK2, Jak) structurellement relies au recepteur de l'interferon Y (Brisco et al., 1996 ; 
Hue, 1995). 

Dans le cas ou la fusion est effectuee entre la EGFP et un recepteur couple aux 
proteines G (groupe 1), la fusion peut etre notamment effectuee : 

1) du cote N-terminal du recepteur, et done du cote C-terminal de la EGFP, 

2) du cote C-terminal du recepteur et done du cote N-terminal de la EGFP, 




3) dans la sequence du recepteur, en particulier dans la premiere ou la troisieme 
boucle intracellulaire, eventuellement en introduisant une ou plusieurs copies d'une 
sequence espaceur, notamment -GGGGS-. 

Dans le cas ou la fusion est effectuee entre la EGFP et un recepteur-canal (groupe 
2), la fusion peut Stre notamment effectuee : 

1) dans la region homologue a la "region immunogenique majeure 11 de la sous- 
unite oc du recepteur nicotinique de Torpille (residus 67-76), 6ventuellement en 
introduisant une ou plusieurs copies d'une sequence espaceur, notamment -GGGGS-. 

Dans le cas ou la fusion est effectuee entre la EGFP et un recepteur nucleaire 
(groupe 3), la fusion peut etre notamment effectuee : 

1) du cote N-terminal du recepteur, et done du cdte C-terminal de la EGFP, 
■ 2) du cot6 N-terminal du recepteur, tronque dans sa partie N-terminale en amont 
du domaine de liaison k l'ADN, et done du cote C-terminal de la EGFP. 

Dans le cas ou la fusion est effectuee entre la EGFP et un recepteur soit a activite 
tyrosine kinase, soit couple a une tyrosine kinase (groupes 4 et 5), la fusion peut etre 
notamment effectuee : 

1) du cot6 N-terminal du recepteur, et done du cote C-terminal de la EGFP. 

Tout gene codant pour vine proteine fluorescente, notamment la GFP, coiipl6e a un 
recepteur, et derivant d'organismes exprimant la GFP ou des proteines similaires 
pourrait etre utilisS dans cette invention. 

Les sequences d'ADN codant pour la GFP et les proteines cibles, notamment des 
r6cepteurs, peuvent etre d'origine genomique ou etre des ADNc, et peuvent etre obtenus 
& partir de TADN de n'importe quelle espdee animale ou v6getale, eucaryote ou 
procaryote, par exemple en preparant des banques genomiques ou des banques d'ADNc 
et en criblant ces banques pour identifier les sequences codantes par hybridation avec 
des sondes oligonucleotidiques par les techniques standard (Current Protocols in 
Molecular Biology, op. cit). 

Les constructions d'ADN codant pour la GFP et les proteines cibles peuvent aussi 
Stre obtenues par synthese totale par les methodes standards, notamment la methode des 
phosphoramidites (Beaucage and Caruthers, 1981) et Temploi d'appareils de synthese 
d ! ADN automatises, les polynucleotides obtenus etant ensuite purifies, ligu6s et clones 
dans les vecteurs appropries. Pour la plupart des applications, les genes codant pour la 
GFP et les proteines cibles seront prdferentiellement obtenus par criblage de banques, 



tandis que les bras espaceurs ainsi que les oligonucleotides requis pour la mutagenese 
seront preferentiellement obtenus par synthese. 

Les constructions d'ADN pourront etre de nature mixte, synthetique et genomique, 
par ligation de fragments synthetiques avec des element d'ADN genomique, selon des 
procedures standard (Current Protocols in Molecular Biology, op.cit). 

Les constructions d'ADN peuvent aussi etre obtenues par PCR ("polymerase cbain 
reaction") en employant des amorces specifiques, comme par exemple decrit dans PCR 
protocol 1990, Academic press, San Diego, California, USA. 

Enfin, les constructions d'ADN peuvent etre modifiees par d'autres methodes 
incluant par exemple des reactions chimiques, de la mutagenese aleatoire ou dirig6e, par 
insertion, deletion ou substitution de nucl6otides, ces modifications pouvant alterer des 
propri6t6s de l'une ou l'autre proteine, notamment, la GFP et les proteines cibles. 

Les constructions d'ADN peuvent etre inserees dans un vecteur recombinant. Ce 
vecteur peut etre n'importe quel vecteur approprie pour les procedures employees avec 
des vecteurs recombinants. Le choix du vecteur sera souvent effectue en fonction de la 
cellule hdte dans laquelle la construction d'ADN voudra etre introduite. Le vecteur 
pourra ainsi etre un vecteur capable de se repliquer de maniere autonome, c'est-a-dire 
extrachromosomal, et independante de la replication chromosomale, par exemple un 
plasmide. Altemativement, le vecteur pourra etre elabore de maniere a integrer tout ou 
partie de l'ADN qu'il contient dans le genome de la cellule note, et se repliquera en 
meme temps que le(s) chromosome(s) dans lequel il sera integre. 

Le vecteur est preferentiellement un vecteur d'expression dans lequel la GFP 
fusionnee au r6cepteur ou la GFP fusionnee au ligand est sous le controle d'autres 
segments d'ADN requis pour la transcription. En general, le vecteur d'expression derive 
d'ADN plasmidique ou viral ou peut contenir des elements de l'un et de l'autre. 

Le terme "sous le controle" indique que les segments d'ADN sont disposes sur le 
vecteur de maniere a fonctionner de concert pour servir l'objectif voulu, par exemple, la 
transcription est initiee dans le promoteur et se poursuit tout au long de la sequence 
codant pour le recepteur fusionnd a la GFP ou le ligand fusionn6 a la GFP. 

Le promoteur peut etre n'importe quelle sequence d'ADN susceptible de 
promouvoir une activite transcriptionnelle dans la cellule note choisie et peut etre derive 
de gene homologues ou heterologies a la cellule h6te. 

Des exemples de promoteurs convenant pour l'expression du recepteur fusionne 
avec le GFP ou du ligand fusionne avec la GFP dans des cellules mammiferes sont le 
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promoteur du virus simien SV40 (Subramani et al., 1981), le promoteur du virus du 
sarcome de Rous (RSV), le promoteur du cytomegalovirus (CMV) ou le promoteur 
tardif majeur de Padenovirus (AdMLP). 

Exemples de promoteurs pour cellules d'insectes : 

Promoteur de la polyhedrine (US 4,745,051 ; Vasuvedan et al., 1992) le 
promoteur PI 0 (Vlack et al., 1988), le promoteur du gene precoce 1 du baculovirus (US 
5,155,037 ; US 5,162,222). 

Exemples de promoteurs pour levures : 

Promoteurs des genes de la glycolyse (Hitzeman et al., 1980 ; Alber et Kawasaki, 
1982), des genes des alcool deshydrogenases (Young et al., 1982). 

Exemples de promoteurs pour bacteries : 

Des exemples de promoteurs pour l'expression dans la bacterie peuvent Store des 
promoteurs constitutifs comme le promoteur de la polymerase T7, ou des promoteurs 
inductibles comme par exemple le promoteur pL du phage lambda (Current Protocols in 
Molecular Biology, op.cit). 

Exemples de promoteurs pour champignons filamenteux : 

Les promoteurs utilisables sont par exemple le promoteur ADH3 (McKnight et 
al., 1985) ou le promoteur tpiA. D'autres promoteurs utiles peuvent etre derives des 
genes codant pour raspartate proteinase de Rhizomucor miehei, l'alpha-amylase neutre 
de Aspergillus niger, de Tacetamidase de Aspergillus nidulans, de la TAECA amylase de 
Aspergillus oryzae ou le promoteur de la glucoamylase de Aspergillus awamori. 

Le vecteur pourra par ailleurs contenir : 

- des sequences de polyadenylation, comme par exemple celles de SV40 ou de la 
region Elb 5 de ^adenovirus, 

- des sequences activatrices (enhancer) de la transcription (l'activateur de S V40), 

- des sequences de replication comme par exemple les sequences de replication 
de SV40 ou du virus Epstein Barr, pour les cellules mammiferes ou I'origine et les genes 
de replication REP 1-3 du plasmide 2 u, pour les levures, 

- des marqueurs de s61ection, a savoir des genes conferant une resistance a un 
antibiotique (neomycine, zeocine, hygromycine, ampicilline, kanamycine, tetracycline, 
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chloramphenicol...) ou permettant la compensation d'un defaut (gene codant pour la 
dihydrofolate reductase permettant la resistance au m6thotrexate, ou gene TPI de S. 
pombe decrit par Russell (1 985). 

La cellule hote peut Stre n'importe quelle cellule capable d ! exprimer la 
5 construction d'ADN inseree dans un vecteur approprie. 

Les cellules peuvent etre notamment des bacteries, des levures, des champignons 
et des cellules eucaryotes superieures comme par exemple des cellules mammiferes. 

Des exemples de cellules bacteriennes capabies d'exprimer les constructions 
d'ADN sont : 

10 — des bacteries gram-positives telles que les souches de Bacillus comme B. 

subtilis, B. licheniformis, B. lentus, B. brevis, B. strear other mophilus, B. thurigiensis ou 
des- souches de Sireptomyces comme & lividans, S murinus, 
— des bacteries gram-n6gatives telles Escherichia colt 

La transformation des bacteries peut Stre effectu6e par transformation 
15 protoplastique ou par transformation de bacteries competentes (Current Protocols in 

Molecular Biology, op.cit.). 



Exemples de cellules eucaryotes : 

Lignees cellulaires HEK 293, HeLa, cultures primaires, cellules COS (par 
20 exemple ATCC CRL 1650), BHK (par exemple ATCC CRL 1632) CHO (par exemple 

ATCC CCL61). 

Les methodes ^introduction de l'ADN dans ces cellules (transfection, lipofection, 
61ectroporation etc.) sont decrites dans Current Protocols in Molecular Biology, op.cit. 

25 Exemples de cellules de levures ; 

Saccharomyces, S. cerevisiae, S. kluyveri, 
Kluiveromyces, K lactis, 
Hansenula, H. polymorpha, 
Pichia, P. pastoris, 

30 transformees par introduction d'ADN heterologue selon les protocoles decrits dans 

Current Protocols in Molecular Biology, op.cit. 

Les cellules transformees sont selectionnees par un phenotype determine par un 
marqueur de resistance, gen6ralement a une drogue, ou par leur capacite a proliferer en 
l'absence d'un nutriment particulier. 
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Exemples de champignons filamenteux : 

Les souches Aspergillus (A. oryzae, A. nidulans, A. niger), Neurospora, Fusarium, 
Trichoderma. ^utilisation de Aspergillus pour l'expression de proteines est decrite dans 
EP 272 277 ou EP 230 023 ou EP 184 438. 



Exemples de cellules d'insectes : 

On peut citer les lignees de Lepidoptera e.g. Spodoptera frugiperda (Sf9) ou 
Trichoplusia ni (Tni). Les methodes de transformation (infection en particulier) sont 
d6crites dans Current Protocols in Molecular Biology (op.cit.). 

LES LIGANDS 

Les ligands interagissant avec le recepteur peuvent etre de n'importe quelle 
origine (naturelle, synthetique, semi-synthetique, recombinante), et de n'importe quelle 
structure (chimique, peptidique, proteique). lis peuvent Stre naturellement fluorescents 
(ou porteurs d'un chromophore) ou peuvent necessiter soit une reaction chimique 
permettant le greffage d'un groupe fluorescent (ou d'un precurseur de groupe 
fluorescent) ou d'un chromophore, soit une construction d'ADN conduisant a la fusion 
du ligand avec la GFP et permettant l'expression du ligand ainsi rendu fluorescent. 

Des exemples de reactions chimiques sont : 

- couplage d'amines ou de thiols avec des reactife de type haiogenure d'alkyle, 
halogenures d'aryles, halogenures d'acyles, halogenures d'acides, le groupe 
isothiocyanate, le groupe maleimide, les epoxydes, dans un solvant organique en 
pr6sence d'une base ou en milieu aqueux, 

- couplage d'acides avec des amines activees par des groupes tels que les 
succinimides. 

Selon le procede de l'invention, la fluorescence des cellules transformees peut etre 
mesuree dans un spectrofluorim^tre a l'aide duquel les proprietes spectrales des cellules, 
en suspension ou adherentes, peuvent 6tre determinees par 1'acquisition de leurs spectres 
d'excitation et d'emission. Les interactions avec le ligand fluorescent sont ensuite 
detect6es par les changements des spectres d'excitation et/ou d'emission du donneur et 
de 1'accepteur d'energie, et les ligands sont definis comme pharmacologiquement 
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significatifs si leurs interactions avec le recepteur sont inhibees par l'addition d f un exces 
de ligand non fluorescent empSchant Interaction entre le recepteur fluorescent et le 
ligand fluorescent. 

LES MESURES DE LIAISON 

Les mesures des cinetiques d'association et/ou de dissociation sont effectuees par 
tous les moyens permettant d'enregistrer la formation ou la dissociation du complexe 
entre le ligand marque et le recepteur marque, de maniere continue ou discontinue, de 
telle sorte que Ton parvient a determiner les parametres cinetiques de F association et de 
la dissociation, a savoir la (les) constantes de vitesse(s), ainsi que la ou les amplitudes 
relatives associees a chaque etape cinetique d' association et/ou de dissociation. 

Dans sa realisation preferee, les cinetiques dont les constantes de vitesse 
apparente sont superieures a 0,1 s"" 1 seront enregistrees a Faide d'un appareil de melange 
rapide coxmecte k un dispositif d'excitation et de detection de fluorescence (figure 1). 
Les echantillons a melanger seront disposes dans des seringues (ou autres conteneurs) 
de melange, puis melanges rapidement. Dans ce contexte, "rapidement" veut dire que le 
contenu des seringues est propulse avec un debit supdrieur ou egal k 4 ml/sec pour une 
chambre d'observation de 100 jxl ? ainsi que decrit par exemple dans Palanche et al. 
(2001). 

Dans le cas oh les constantes de vitesse apparentes sont inferieures a 0,1 s"\ 
rutilisation d'un appareil de melange rapide n'est pas indispensable. On pourra dans ce 
cas enregistrer les variations de fluorescence du donneur et/ou de Faccepteur dans un 
spectrofluorimetre standard pourvu d'un dispositif d" agitation magnetique de 
Fechantillon, d'une regulation de temperature et d'une fonction d'enregistrement en 
temps. Les echantillons sont alors disposes dans une cuvette munie d'un agitateur et le 
melange sera obtenu par addition manuelle des composants ou solutions desires. Les 
echantillons contenant le recepteur peuvent Stre soit des cellules, soit des fragments de 
cellules. lis seront preferentiellement disposes en premier dans la cuvette et les agents 
modulateurs ainsi que le ligand marque seront ajoutes a cette solution. L'effet de ces 
ajouts pourra ainsi etre enregistre et toute variation de fluorescence pourra Stre 
caracterisee au plan physique et pharmacologique pour determiner si elles relevent ou 
non du processus de transfert d'energie et repondent ou non aux criteres de la specificite 
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pharmacologique recherchee. Dans sa realisation preferee, une mesure de dissociation 
est obtenue par addition d'un exces de ligand competitif. Ceci peut etre obtenu : 

- par addition d'un volume faible (< 5% du volume final) d'une solution 
concentree de ligand competitif (environ 500-1000 fois son dans la solution finale, le 

correspondant a la concentration conduisant a 50% d'occupation des sites) dans une 
cuvette contenant un melange de ligand fluorescent, de recepteur fluorescent et 
eventuellement d' effecteur allosterique, ou 

- par melange rapide du contenu d'une seringue contenant le ligand fluorescent, 
le recepteur fluorescent et eventuellement i'effecteur allosterique avec celui d'une 
seringue contenant le ligand competitif a la concentration d6siree ainsi que I'effecteur 
allosterique a une concentration egale a celle de l'autre seringue (pour un melange 
volume a volume) afin d'6viter de le diluer au cours de l'operation de mSlange. 

Dans la realisation preferee du proced<§, les mesures dissociation sont effectuees 
par melange du ligand fluorescent avec des cellules, membranes ou extraits, contenant 
le recepteur fluorescent avec le ligand fluorescent, en suivant la variation de 
fluorescence due au transfert d'energie. L'effet de I'effecteur peut etre etudi6 apres 
melange pr6alable avec le recepteur ou dans un protocole de melange simultane avec le 
ligand fluorescent. Le melange peut 6tre effectue au moyen d'un appareil de melange 
rapide ou au moyen d'un melange manuel dans une cuvette de spectrofluorimetre. 

LES MESURES DE REPONSE 

Etant donne la diversity des recepteurs et le nombre variable des etats 
conformationnels qu'ils peuvent adopter, c'est la mesure de la modulation des reponses 
qui permet de definir le caractere positif ou negatif de I'effecteur allosterique. 

On rappelle que dans ce contexte, le caractere positif ou negatif d'un effecteur 
allosterique est defmi par sa capacite a potentialiser (effecteur positif) ou a d6primer 
(effecteur n6gatif) une reponse physiologique propre au recepteur etudie. L'effecteur 
allost6rique positif sera considere comme tel, quel que soit son effet (acceleration ou 
ralentissement) sur la cinetique d'association et/ou de dissociation du ligand fluorescent 
marqueur, que ce dernier soit agoniste ou antagoniste. 

Les differents tests utilises pour mesurer les reponses ont 6te donn6s plus haut. 

Tous les parametres d'une reponse peuvent gtre affectes par un effecteur 
allosterique positif. Ces parametres incluent entre autres, la vitesse d'etablissement de la 




reponse, son amplitude, sa duree, sa frequence, sa sensibilite a l'agoniste et le niveau de 
base de la reponse. 

Dans sa realisation preferee, le procede est destine k 1' etude des recepteurs 
couples aux proteines G, Pour ces recepteurs, les reponses pouvant faire Pobjet d'une 
etude sont variees car ils sont couples a de multiples voies de transduction de signal. On 
peut citer par exemple la liaison de GTP a la proteine G, la production d'AMPc, 
d'inositols phosphates, d'acide arachidonique, la phosphorylation de proteines, la 
liberation de calcium intracellulaire, la modification de pH cellulaire, la modification de 
la vitesse de proliferation cellulaire, 1' alteration de la morphologie cellulaire, la 
polymerisation d'actine, ou encore la regulation de canaux ioniques on celle de 
r expression de genes. 

. Chacune de ces reponses peut etre enregistree et les effets de 1' effecteur peuvent 
etre determines. 

Dans les cas les plus repandus, on se focalisera en premier sur les reponses 
calciques et la production d'AMPc. 

Pour les reponses calciques, on pourra employer une sonde optique sensible au 
calcium ou un enregistrement electrophysiologique de la regulation des courants. 
L'utilisation d'nne sonde calcique permet de determiner le delai d'etablissement de la 
reponse, la duree de la r6ponse, son intensite ou sa sensibilit6 a Tagoniste. 
L'enregistrement electrophysiologique permet en outre l'analyse de la frequence 
d'ouverture de canaux (Mulle et al., 1992). Un effecteur allosterique positif pourra 
diminuer le d61ai d'etablissement de la reponse et augmenter les autres parametres 
(amplitude, duree, sensibilit6 ...). U effecteur allosterique negatif aura des effets 
contraires. 
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DESCRIPTION DES I1GURES 

La figure 1 montre le schema d'un appareil de melange rapide permettant 
d'effectuer les mesures de cinetique rapide. L'appareil est constitue de deux seringues, 
d'une chambre de melange et d'une chambre d' observation. L'avancee des pistons des 
seringues permet le m61ange du contenu des seringues au niveau de la chambre de 
m61ange. Apres un temps mort, le melange aboutit dans la chambre d'observation 
munie d'un dispositif d'excitation et de detection de la fluorescence. L'arret de la 
poussee des pistons, ou l'arrivee en butee de la seringue d'arret, stoppe l'etape de 
melange au terme de laquelle on enregistre revolution du melange. 

La figure 2 (empruntee a Monod, Wyman et Changeux, 1965) represente un 
schema de proteine regulatrice existant dans deux 6tats conformatiormels ou deux etats 
d'oligomerisation. Dans ce modele, la proteine peut exister dans plusieurs 6tats discrets, 
en nombre fini, qui correspondent a des etats thermodynamiquement stables qui 
different entre eux par leur structure tertiaire et quatemaire. L'interconversion entre 
chaque etat peut s'operer spontanement et est decrite par le parametre d'isomerisation. 

Les conformations different par leurs propriet6s pharmacologiques. Ainsi, les 
Ugands stabilisent les conformations pour lesquelles ils exhibent l'affinite la plus elevee. 
Les conformations different par leurs proprietes fonctionnelles. Ainsi les agonistes 
stabilisent preferentiellement l'6tat actit; tandis que les antagonistes stabilisent 
preferentiellement I'6tat inactif. 

Dans ce sch6ma, l'6tat relach6 correspond a l'etat conformatioimel "actif de la 
proline. Cette conformation peut lier avec une haute affinite les agonistes (A) si c'est 
un recepteur ou les substrats (S) si c'est une enzyme, tes etats contraint et/ou 
monomere sont moins (ou pas) actifs en comparaison a l'etat relache, qui est le plus 
actif. L'etat contraint lie avec une haute affinite les inhibiteurs ou antagonistes. L'etat 
monomerique lie avec une affinit6 moderee les agonistes ou les substrats. 

Les figures 3A et 3B presentent un schema quantifie des relations entre les etats 
conformationnels et les interactions avec les ligands. 

Dans la figure 3A, la proteine existe dans deux conformations correspondant a un 
6tat de repos (non actif au plan biologique) et un etat actif. L'isom6risation spontan6e 
entre les etats R et A est d6crite par la constante d'isomerisation Lo 6gale au rapport des 
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concentrations relatives de chaque 6tat (Lo = [R]/[A]). Les ligands de la proteine se lient 
a r etat R avec une constante de dissociation egale a K R et a l'etal A avec une constante 
de dissociation egale a K A . Le rapport c = K A /K R decrit' le rapport d'affinit6 pour un 
ligand donne entre les conformations. Pour c est inf6rieur a 1, le ligand est agoniste (il 
augmente la concentration fractionnelle de A). Si c est inferieur ou egal a 1, le ligand est 
antagoniste (il augmente la concentration fractionnelle de R). L'6quilibre entre les 
conformations Ret A liees au ligand (RF «-» AF) est decrit par le produit de U par c. 

En presence d'un effecteur allosterique (voir figure 3B), la constante 
d'isomerisation Lo est alteree en Lo' selon Lo' = L[(l+pd) / (1+P)] n ou P (homologue de , 
c) decrit le rapport d'affmit6 de 1' effecteur pour les deux conformations (P = K A /K R ) et 
d est la concentration d' effecteur normalisee par rapport a l'affmite pour l'6tat A (d = 
[effecteur]/ K A ). Les effecteurs dont p>l sont inhibiteurs, ceux dont P<1 sont 
potentialisateurs. 

La figure 4 represente un enregistrement en temps r6el de la cinetique 
d'association (A) et de dissociation (B) de NKA-Bo (NKA marqu6e par Bodipy) au 
r6cepteur EGFP-NK2R (NK2R marqu6 par la GFP). L' enregistrement de la cinetique 
d'association est effectue apres melange rapide de cellules HEK 293 exprimant le 
recepteur EGFP-NK2R La cinetique de dissociation est enregistree apres melange 
manuel des cellules exprimant le r6cepteur avec la NKA-bo (pre-incubation de 15 

minutes, 100 nanomolaires) puis avec l'antagoniste competitif SR 4896 (10 uM final). 
L'axe des abscisses represente le temps en secondes et 1'axe des ordonn6es 

represente la fluorescence (unites arbitrages) a 510 nm. Les valeurs Xn et Kn 

correspondent respectivement aux amplitudes et aux constantes de vitesses determines 

par un ajustement aux moindres carres a deux exponentielles. 

Les figures 5A, 5B, 5C et 5D indiquent la procedure d'identification d'un ligand 
interagissant de maniere competitive avec le ligand fluorescent sur un site recepteur. 

Le complexe forme entre le recepteur EGFP-NK2R et la NKA-Bo est renverse par 
des concentrations croissantes de la molecule G6 (voir tableau 1) puis par la NKA non 
fluorescente. 

La figure 5A indique qu'une partie du complexe recepteur-ligand est renverse 
lors de chaque ajout de molecule G6 (10 ou 20 uM), ainsi que lors de l'addition d'une 



54 



concentration saturante de NKA (10 uM). Dans cette figure, I'axe des abscisses 
correspond au temps en secondes et I'axe des ordonn6es a la fluorescence mesur6e a 
510nm. 

La figure 5B montre que la cin6tique de dissociation de la NKA-Bo, determinee 
apres addition d'une concentration saturante de NKA n'est pas modifi6e par la presence 
de la molecule G6. 

Les deux traces experimentales sont ajustees a l'aide de 2 exponentielles rapide 
(0,04 s- 1 ) et lente (0,014 s" 1 ) dont les amplitudes (66% pour la rapide et 33% pour la 
lente) ne sont pas affectees par la presence de 50 umoles de molecule G6. 

Dans cette figure, I'axe des abscisses correspond au temps en secondes et I'axe 
des ordonnees a la fluorescence mesuree a 510 nm. 

. La figure 5C represente une etude quantitative de la cinetique de dissociation de 
NKA-Bo en presence d'un antagoniste competitif connu, le SR 48968. La dissociation 
de NKA-Bo est enregistree en pr6sence de 0,2 ; 1 et 5 nM de SR 48968. Dans les trois 
conditions experimentales, la vitesse de dissociation pent etre dScrite comme une 
somme de deux exponentielles dont les vitesses sont 0.04 sec 1 et 0.008 sec" 1 , et dont les 
amplitudes relatives restent constantes aux differentes doses de SR 48968 (45% de 
dissociation rapide (0,04 s" 1 ) et 55% de dissociation lente (0,008 s" 1 )). 

Dans cette figure, I'axe des abscisses correspond au temps en secondes et I'axe 
des ordonnees a la fluorescence mesur6e a 510 nm. 

La figure 5D represente les valeurs des amplitudes de dissociation rapide (carres) 
et lente (triangles vers le haut) de NKA-Bo en presence de SR 48968, ainsi que 
1'amplitude totale de la liaison de NKA-Bo (triangles vers le bas). 

• Dans cette figure, I'axe des abscisses correspond au logarithme de la 
concentration en SR 48968 et I'axe des ordonnees a 1'amplitude de la fluorescence 
normalisee. 

La partie superieure de la figure 5D represente le rapport de 1'amplitude de la 
dissociation lente (A2) par rapport a 1'amplitude totale de dissociation (A totale)(courbe 
avec les losanges). On note que ce rapport est constant. Dans ce graphique, I'axe des 
abscisses correspond au logarithme de la concentration en SR 48968 et I'axe des 
ordonnees au pourcentage de 1'amplitude de la fluorescence. 
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Les figures 6A, 6B et 6C indiquent la procedure d'identification d'un ligand 
interagissant de maniere non competitive avec le ligand fluorescent sur un site 
recepteur, 

Dans la figure 6 A, on a repr6sente la fluorescence mesuree a 510 nxn en fonction 
5 du temps en secondes. 

Le complexe forme entre le recepteur EGFP-NK2R et la NKA-Bo est renverse par 
des concentrations croissantes de la molecule Al 1 puis par laNKA non fluorescente. La 
figure 6 A indique qu'une faible portion du complexe recepteur - ligand est renverse lors 
de chaque ajout de molecule All, tandis que la NKA (10 pM) renverse la majorite du 
10 complexe. La cinetique de la dissociation par NKA n'est pas de m&tne forme que dans 

le controle. 

• Dans la figure 6B> on a represente la fluorescence mesur6e a 510 nm en fonction 
du temps en secondes. La figure 6B illustre la modification de cinetique de dissociation 
en presence de molecule All. Les enregistrements de dissociation de NKA-Bo de son 

1 5 recepteur EGFP-NK2R sont effectues en presence et en absence de Al 1 . La dissociation 

est initiee par Fajout de NKA non fluorescente & une concentration de 20 \xM finale. 
L'analyse de la cinetique de dissociation fait apparaitre deux relaxations 
monoexponentielles dont les constantes de vitesses (kl et k2) sont identiques en 
presence et en absence de Al 1 mais dont les amplitudes relatives changent de mantere a 

20 ce que la dissociation lente represente 59% du signal total dans le controle et 22% du 

signal total en presence de Al 1 . 

Dans la figure 6C, on a represente F association de NKABo (20 nanomolaires) au 
recepteur EGFP-NK2R, en fonction du temps en secondes. La figure 6C represente des 
enregistrements de liaison (association) resolue dans le temps de NKA-Bo a son 

25 recepteur EGFP-NK2R, en absence et en presence de la molecule AIL L' analyse de la 

cin6tique de liaison fait apparaitre deux relaxations monoexponentielles caracteris6es 
par des constantes de vitesses (kl et k2) ne changeanl pas en presence de All, mais 
d'amplitudes variables selon que les cellules sont incubees ou non avec Al 1. 

30 Les figures 7A a 71 illustrent Fanalyse des effets de diverses molecules sur la 

dissociation de NKA-Bo liee a son recepteur fluorescent EGFP-NK2R. 

La figure 7A represente les enregistrements de dissociation de NKA-Bo en 
presence de concentrations variables (1, 10 et 50 juM) de la molecule 805 (voir tableau 
1). On a represente la fluorescence mesuree & 510 nm en fonction du temps en secondes. 
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L'analyse quantitative de la cinetique de dissociation est obtenue a l'aide de deux 
exponentielles rapide (0.04 sec 1 ) et lente (0.008 sec 1 ), dont les amplitudes relatives 
(rapide/lente) varient de 30/70 a 80/20 quand la concentration de 805 augmente. 

Dans les figures 7B a 71, on a represente le pourcentage d'amplitude de la 
dissociation rapide en fonction du logarithme de la concentration des compose* testes. 
Ces figures donnent les resultats de l'analyse quantitative de la dissociation de NKA-Bo 
en presence des molecules 805 (figure 7B), NP246 (figure 7C), All (figure 7D) H10 
(figure 7E), Gil (figure 7F), F7 (figure 7G), F3 (figure 7H) et NP 234 (figure 71) La 
dissociation de NKA-Bo a ete determinee en presence de chaque molecule aux 
concentrations indiquees sur 1'axe des abscisses. L'effet d'augmentation de la vitesse de 
dissociation est represente par l'augmentation relative de l'amplitude (%X1) de la 
dissociation rapide. 

^ Les figures 8A et 8B presentent une quantification du deplacement de 
[ H]SR 48968, lie au recepteur EGFP-NK2R, par la NKA et la molecule 805. 

Dans ces figures, on a repr6sent6 la liaison de 1 nanomolaire [ 3 H]SR 48968 
(Amersham, Life Sciences) en fonction du logarithme de la concentration en NKA • 
(figure 8A) ou en fonction de la concentration en molecule 805 (figure 8B). 

On note que la NKA (ligand competitif) renverse 100% de la liaison de 
[ 3 H]SR 48968 tandis que 805 (ligand non competitif) ne renverse qu'environ 35% de la 
liaison de SR 48968. 

Les Figures 9A, 9B et 9C presentent les resultats de stimulation de production 
d' AMPc par la NKA dans des cellules HEK 293 exprimant le recepteur EGFP-NK2R. 

La figure 9A represente l'effet de la P r6sence d'antagoniste competitif (H8565) et 
d'effecteur allosterique (805). Dans cette figure, on a represente ^cumulation 
d'AMPc intracellulaire (en pmoles/puits) en fonction du logarithme de la concentration 
en NKA. La courbe avec les carres noirs correspond au blanc ; la courbe avec les 
tnangles noirs correspond a l'antagoniste H8565 a une concentration de 1 uM ; la 
courbe avec les carres gris correspond au ligand 805 a une concentration de 10 uM et la 
courbe avec les triangles gris correspond au ligand 805 a une concentration de 50 uM 

L'accumulation d'AMPc intracellulaire est detenninee a diff6rentes 
concentrations de NKA. L'antagoniste H8565 deplace la courbe concentration-reponse 
de NKA vers des valeurs plus 6Iev6es sans affecter 1'intensite de la reponse maximale 
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(triangles noirs). Le ligand 805 (carres et triangles gris) dirainue I'intensite de la 
reponse maximale sans affecter TECso (concentration efficace a 50%) de la NKA pour 
la reponse. 

La figure 9B represente la concentration efficace a 50% de la reponse maximale 
d'AMP cyclique a la NKA. Cette EC50 augmente en presence d'antagoniste competitif 
tandis qu'elle n'est pas modifiee de maniere significative en presence de 10 et 50 \xM de 
805. 

La figure 9C represente r inhibit] on de la reponse maximale d'AMPc induite par 
la NKA en presence de concentration croissante de 805. L'abscisse represente le 
logarithme de la concentration en 805 et rordoirnee la valeur maximale de la production 
d'AMP cyclique. La constante d'inhibition KI est de Tordre de 6 }iM. 

Les Figures 10A 5 10B, 10C, 10D et 10E illustrent Teffet de 805 sur les reponses 
calciques associee au recepteur EGFP-NK2R dans les cellules HEK 293. 

Dans les figures 10A 5 10B et 10C, on a represente la fluorescence de TINDO-1 a 
400 nm en fonction du temps en secondes. 

Les reponses sont enregistr6es a Taide de la sonde fluorescente sensible au 
calcium INDO-L Pour chaque concentration d'agoniste NKA (InM, 5 nM et 1 (xM) on 
mesure une r6ponse controle (cercle blanc) et une r6ponse en presence de 50 pM de 805 
(cercle noir)(figures 10A, 10B et 10C). Dans tous les cas, on note une augmentation de 
la duree de la reponse calcique en presence de 805, sans effet significatif sur l'amplitude 
ou sur la cinetique de mise en place de la reponse. 

La figure 10D indique les variations de reponses calciques obtenues pour une 
concentration d'agoniste fixe (5 nM de NKA) et des concentrations variables (10 et 50 
jxM) de 805. On a represente la concentration en calcium normalisee en fonction du 
temps en secondes. La courbe avec les cercles blancs correspond a une mesure effectuee 
en presence de 5 nM de NKA et sans 805 ; la courbe avec les cercles noirs correspond a 
une mesure effectuee en presence de 5 nM de NKA et de 10 \iM de 805 ; et la courbe 
avec les carres noirs correspond a une mesure effectuee en presence de 5 nM de NKA et 
de 50 ^iM de 805. 

Dans tous les cas on note une augmentation de la dur6e de la reponse calcique en 
presence de 805. 
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La figure 10E presente une quantification du temps de demi retour (temps requis 
pour que la concentration de calcium soit la moitie de sa valeur maximale) a la valeur 
initiale de la reponse calcique enregistree en presence de 0, 10 et 50 uM de 805. 

Les figures 11A, 11B, 11C, 11D, HE, 11F et 11G illustrent l'effet de 805 sur la 
liaison de neurokinine tronquee fluorescente (NKA4-10 TR7) marquee avec le groupe 
fluorescent Texas red et la reponse calcique associee. 

Dans les figures HA a 11D, les reponses calciques a 106 (figure 11 A), 50,3 
(figure 11B), 26,5 (figure 11C) et 10,6 nM (figure 11D) de NKA4-10 TR7 (NKA4-10 
marqu6e en position 7 par le Texas Red) sont enregistrees en double, en absence 
(courbes avec les cercles blancs) et en pr6sence de 20 uM de 805 (courbes avec les 
cercles noirs). On a represente la concentration en calcium normalis6e en fonction du 
temps en secondes. On note que 805 provoque une augmentation de l'amplitude de la 
reponse calcique, et une persistance du signal. 
15 Le figure HE represente la relation entre l'amplitude de la reponse calcique et la 

concentration d'agoniste. On a represente l'amplitude du pic calcium normalise par 
rapport a la concentration de calcium extracellulaire, en fonction de la concentration en 
NKA4-10 TR7. La courbe avec les carres noirs correspond a la mesure temoin et (sans 
805) et la courbe avec les triangles correspond a la mesure effectuSe en presence de 20 
20 uM de 805. 

La figure 11F represente la dissociation de la liaison de NKA 4-10 TR7. L'axe 
des abscisses represente le temps en secondes et l'axe des ordonnees repr6sente la 
fluorescence. Le complexe forme entre le recepteur EGFP-NK2R et la NKA4-10 TR7 
(106 nM) est renverse (a 10°C) par la NKA non fluorescente (20 uM) en absence et en 

25 presence de 10 uM de 805. L'analyse de la cinetique de dissociation fait apparaltre deux 

relaxations monoexponentielles dont les constantes de vitesses (0,05 sec" 1 et 0,013 sec" 1 ) 
sont identiques en presence et en absence de 805, mais dont les amplitudes relatives 
changent de maniere a ce que la dissociation lente represente 42% du signal total dans le 
controle et 12% du signal total en presence de 805. 

30 Dans la fi 8 ure 11G > °n a represente le pourcentage d'amplitude de la dissociation 

rapide de NKA 4-10 TR7 en fonction du logarithme de la concentration en 805. 
L'amplitude de la dissociation rapide de NKA 4-10 TR7 est mesuree en presence de 
concentrations variables de 805. La dissociation rapide represente environ 40% de la 
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dissociation totale en absence de 8.05 et jusqu'a 90% de l'amplitude de dissociation a 
100 uM. L'affinite apparente pour la variation d'amplitude est de Fordre de 20 uM. 

Les figures 12A, 12B, 12C et 12D repr6sentent les reponses calciques evoquees 
par la substance P (ligand endogene) sur le recepteur NK1 humain (figure 12A et 12B) 
et par la neurolcinine A sur le r6cepteur NK2 humain (figures 12C et 12D), en presence 
et en absence de 805. 

Dans les figures 12A et 12B, une suspension (1 x 10 6 cellules/ml) de cellules 
HEK 293 exprimant le r6cepteur NK1 humain sauvage, et chargees en indo-1 (3 uM) 
est stimulee par 0,1 nM (figure 12A) ou 10 nM (figure 12B) de substance P (SP) en 
presence (cercles noirs) et en absence (cercles blancs) de molecules 805 (20 uM). 

Dans les figures 12C et 12D, une suspension (1 x 10 6 cellules/ml) de cellules 
HEK 293 exprimant le recepteur NK2 humain sauvage, et chargees en indo-1 (3 uM) 
est stimulee par 10 nM (figure 12C) ou 100 nM (figure 12D) de neurokinine A (NKA) 
en presence (cercles noirs) et en absence (cercles blancs) de molecules 805 (20 \iM). 

Dans tous les cas, on note que la mol6cule 805 provoque une augmentation de 
l'amplitude et de la duree de la reponse calcique evoquee par chaque agoniste. 
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EXEMPLE 1 : Mesure de la vitesse d'association et de dissociation de 
neurokinin A marquee par le fluorophore bodipy an recepteur NK2 des 
tachykinins niarque avec le EGFP, par transfert d'energie de fluorescence 

Association (Figure 4A) : les cellules HEK 293 exprimant le recepteur EGFP- 
NK2R (NK2R marqu6 avec la GFP) sont mises en suspension a une concentration de 
2 000 000 cellules/ml dans du tampon physiologique Hepes (en mM : 137,5 NaCl ; 1,25 
MgCl 2 ; 1,25 CaCl 2 ; 6 KC1 ; 5,6 glucose ; 10 Hepes ; 0,4 NaH 2 P0 4 ; 1% BSA (w/v) ; 
pH 7,4) et dispos6es dans Tun des reservoirs de l'appareil de mdlange rapide. Une 
solution de NKA-BO (neurokinine A marqu6e avec le Bodipy)(200 nM) dans le meme 
tampon est disposee dans l'autre reservoir de l'appareil de melange rapide. La chambre 
d'observation est disposee dans un spectrofluorimetre SPEX fluorolog 3. La 
temperature des seringues reservoir ainsi que de la chambre de m&ange et 
d'observation est fix6e a 21°C. La longueur d'onde d'excitation de la chambre 
d'observation est fixee a 470 nm, et la longueur d'onde Remission de fluorescence est 
fixee a 510 nm. La frequence d'dchantillonnage des points exp6rimentaux est fixee a 50 
Hz (1 point toutes les 20 msec). Le contenu des reservoirs est propulse vers la chambre 
de melange et d'observation a l'aide d'un dispositif pneumatique permettant un debit de 
4 ml/sec et Involution du melange est enregistr6e en continu a partir du moment d'arret 
de la poussee des pistons des reservoirs. La reaction d'association de NKA-Bo avec le 
r6cepteur EGFP-NK2R est detectee sous la forme d'une diminution de 1'intensite de 
fluorescence de la GFP porte par le recepteur NK2R. La trace experimentale est ajustee 
par une courbe multiexponentielle de type y = X 1 exp (-kl app x T) + X 2 exp (-k2 app x T) 
+ "droite", ou X x et X 2 sont les amplitudes des relaxations rapide et lente, kl app et k2 app 
sont les constantes de vitesse apparente d'association rapide et lente, T est le temps et 
"droite" est une correction mathematique de la derive du signal. Les valeurs de X u X 2 , 
klapp, k2 app pour une concentration de NKA-BO finale de 100 nM sont respectivement 
67% ; 32% ; 0,6 sec" 1 et 0,03 sec" 1 . Le coefficient de correlation de 1'ajustement de la 
courbe experimentale est R = 0,989. 
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Dissociation (figure 4B) : Les cellules HEK 293 exprimant le recepteur EGFP- 
NK2R sont mises en suspension a one concentration de 1 000 000 cellules/ml dans du 
tampon physiologique Hepes (en inM : 137,5 NaCl ; 1,25 MgCl 2 ; 1,25 CaC12 ; 6 KC1 ; 
5,6 glucose ; 10 Hepes ; 0,4 NaH 2 P0 4 ; 1% BSA (w/v) ; pH 7,4) et disposees dans une 
5 cuvette de 1 nil munie d'un barreau d'agitation magnetique sur le porte cuve d'un 

spectrofluorimetre SPEX fluorolog 3- On y ajoute 20 nM (concentration finale) de 
NKA-Bo et on laisse F association atteindre Fequilibre pendant 10 minutes. La mesure 
de la cinetique de dissociation de NKA-Bo est initiee par Fajout manuel de 10 (iM 
(concentration finale) de Fantagoniste competitif SR 48968 et enregistree a 510 nm 
10 (excitation : 470 nm) a raison de 1 point toutes les 100 msec. L'ajustement de la courbe 

experimental est obtenu k Faide d'une somme de deux exponentielles ayant pour 
constantes de vitesse kt = 0,052 sec" 1 et k 2 = 0,01 1 sec" 1 et pour amplitudes X\ = 40% et 
X 2 = 58%, respectivement. 

15 EXEMFLE 2 : Identification de la molecule G6 se comportant comme un 

ligand competitif, par transfert d'^nergie de fluorescence entre la NKA-Bo et le 
recepteur EGFP-NK2R. 

10 6 cellules HBK 293 exprimant le recepteur EGFP-NKR2 sont incubees, dans un 
20 millilitre de tampon Hepes, avec 20 nm de NKA-Bo pendant 15 minutes. Le melange 

est ensuite place dans une cuvette de spectrofluorimetrie et la reversion de V interaction 
entre EGFP-NK2R et NKA-Bo est evaluee apres addition de molecule G6 (voir tableau 
1) en concentration croissante (Figure 5A). La quantification de la fraction de complexe 
renverse est ensuite effectuee apres addition d'une quantite saturante de NKA (10 \xM) 
25 qui donne acces a la valeur de 100% de reversion de la liaison. 



La comparaison de la cinetique de dissociation de NKA-Bo par la NKA, en 
presence et en absence de molecule G6 (50 ^M), montre que la molecule G6 n'altere 
pas la vitesse de dissociation de NKA-Bo (figure 5B). Les deux courbes experimentales 
30 sont correctement ajustees k Faide de deux exponentielles avec une constante de vitesse 

rapide ki = 0,04sec" 1 et une constante de vitesse lente k 2 = 0,01 sec" 1 . 



L'experience controle presentee en figure 5C indique qu'une molecule connue, 
competitive pour Finteraction de la NKA-Bo avec son site, le SR48968, provoque une 
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dissociation de NKA-Bo avec une cinetique identique a celle qui est enregistree lorsque 
la NKA-Bo est deplacee par le NKA. Aux differentes concentrations testees de SR 
48968, on note que la dissociation de NKA-Bo se fait selon un processus biphasique 
incluant une etape de dissociation rapide (ki = 0,04 sec' 1 ) et lente (k 2 = 0,008 sec 1 ). 
L'amplitude relative de chaque etape reste constante pour chaque concentration de SR 
48968, ainsi qu'en attestent les rapports d'amplitudes rapide/lent voisins de 45/55. 

L'analyse quantitative de la dissociation de NKA-Bo en presence d'une gamme 
de concentrations croissantes de SR 48968 revele que pour chaque concentration de SR 
48968, la dissociation se produit non seulement selon un processus biphasique avec 
deux constantes de vitesses (voir figure 5C) mais en outre que le rapport d'amplitude de 
la dissociation rapide et de la dissociation lente reste constant (figure 5D). La 
dissociation lente represente toujours environ 43% du signal "dissociation rapide + 
dissociation lente". 



EXEMPLE 3 : Identification d'ime molecule se comportaat comme un 
effecteur aUosterique du recepteur NK2 des tachykinines 

10 6 cellules HEK 293 exprimant le r6cepteur EGFP-NKR2 sont incubees, dans un 
millilitre de tampon Hepes, avec 20 nM de NKA-Bo pendant 15 minutes. Le melange 
est ensuite plac6 dans une cuvette de spectrofluorimetrie et la reversion de Interaction 
entre EGFP-NK2R et NKA-Bo est evaluee apres addition de molecule All en 
concentration croissante (Figure 6A). L'estimation de la fraction de complexe renvers6 
est ensuite mesuree apres addition d'une quantit6 saturante de NKA (10 uM). On voit 
que la mol6cule All ne deplace qu'une faible fraction (29%) de la NKA-Bo liee a son 
site. Par contre, on constate que lors de la dissociation de NKA-Bo par la NKA non 
fluorescente, la presence de All a pour effet d'accelerer la vitesse de dissociation de 
NKA-Bo. Ce phenomene est illustre sur la figure 6B ou la cinetique de dissociation de 
NKA-BO par la NKA est mesur6e en presence et en absence de molecule All. Les 
deux cinetiques de dissociation sont mieux decrites par une somme de deux relaxations 
exponentielles dont les vitesses sont respectivement ^ = 0,052 sec" 1 pour l'6tape rapide 
et k 2 = 0,011 sec 1 pour l'etape lente. Compte tenu de la vitesse d'association de NKA- 
Bo a son recepteur (ko„ = 5 x 10 6 M" 1 sec 1 ) on deduit que la NKA-Bo se he a deux 
populations de sites dont les constantes de dissociation (K D = k^/k^) sont 
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respectivement 10 nM (dissociation rapide - 0,011 s~ ) et 2 nM (dissociation lente - 
0,052 s~ l ). L' amplitude de chaque relaxation est alors donn6e par Pajustement des traces 
experimentales. Pour la dissociation controle (sans Al 1), la relaxation rapide repr6sente 
41% et la lente 59%. Apres addition de All (50 |LiM), la relaxation rapide represente 
78% du signal et la lente 22%. La molecule All a done pour efFet de stabiliser une 
fraction des recepteurs dans un etat de plus faible affinity que celui dans lequel la NKA- 
Bo seule le stabilise. La molecule All quant a elle se lie de maniere preferentielle a la 
conformation du recepteur qui pr6sente une affinite plus modeste pour la NKA-Bo. La 
liaison de NKA-Bo n'est pas inhibde par All. Elle se produit sur les mdmes etats 
conformationals du recepteur, mais les proportions de ces deux etats conformationals 
sont modifies par la presence de Al 1 . II en r6sulte que la cinetique de dissociation de 
NKA-Bo est plus rapide en presence de All qu'en son absence. Cette acceleration de la 
cinetique de dissociation de NKA-Bo ne resulte pas d'un changement des affinites 
intrinseques des conformations pour la NKA-Bo, mais d'une modification des 
proportions relatives des etats de haute et de faible affinite. 

L'analyse de Peffet de la molecule Al 1 sur la cinetique d'association de NKA-Bo 
(Figure 6C) revele une acceleration modeste mais detectable. La liaison rapide de NKA- 
Bo, enregistree a une concentration de 20 nM a Paide de P6quipement de melange 
rapide, se decompose en une somme de deux exponentielles dont les vitesses (k app ) 
different d'un facteur 10. La liaison rapide de NKA-Bo (k app = 0,095 sec" 1 ) represente 
44% du signal total de liaison, en absence de Al 1 (50 pM), tandis qu'elle represente 
52% du signal total en presence de AIL La liaison lente s 5 effectue dans les deux cas 
avec une Vitesse apparente (ka PP ) egale k 0,0095 sec" 1 , et une amplitude egale k 66% en 
absence de All, et 48% en presence de AIL Ces resultats sMnterpretent selon un 
modele decrit dans Palanche et al. (2001) dans les termes suivants : 

- la liaison rapide tout comme la liaison lente s'effectuent d'une maniere qui est 
controlee par la diffusion de NKA-Bo dans le milieu, 

- la vitesse apparente de la liaison rapide augmente de maniere lineaire avec la 
concentration de NKA-Bo. II s'agit done d'une liaison contrdlee exclusivement par la 
diffusion, 

- la vitesse apparente de la liaison lente augmente de mani&re non lineaire avec 
la concentration de NKA-Bo et sature a des concentrations de ligand de Pordre de 500 
nM. Cette cinetique lente reflete Pinterconversion lente d'un etat conformationnel de 
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faible affinite pour la NECA-BO vers un etat de plus haute affinit6 dont on d6tecte 
PoCcupation. 

Ainsi, le recepteur existe dans au moins deux etats conformationnels dont 1'un 
preexiste a r addition d'agoniste et l'autre apparait lentement au cours du temps en 
presence d'agoniste. 

La molecule Al 1, en stabilisant les etats de faible affinite du recepteur, augmente 
la proportion de liaison rapide (de faible affinite) au detriment de la liaison lente qui 
reflete la stabilisation d'un etat de plus haute affinit6 

EXEMPLE 4 : Identification, par analyse de la liaison de NKA-Bo, d'autres 
molecules se comportant comme des effecteurs allosteriques du recepteur NK2R 
des tachykinines. 

^identification d'autres effecteurs allosteriques du recepteur NK2R des 
tachykinines est faite par I'analyse de la cinetique de dissociation de NKA-Bo liee au 
recepteur. 

10 6 cellules HEK 293 exprimant le r6cepteur EGFP-NK2R son t mises en 
suspension dans du tampon Hepes (voir plus haut) et incubees avec de la NKA-Bo (20 
nM) et l'une des molecules suivantes : 805, NP246, Al 1, H10, Gl 1, F7, F3 et NP 234. 
Les molecules Al 1 et l'antagoniste competitif connu SR 48968 sont introduits dans 
l'experience comme controles positifs. La dissociation de NKA-Bo est enregistree, dans 
une cuvette de spectrofluorimetre munie d'une agitation magnetique pendant 700 
secondes, apres avoir ajoute 10 uM de NKA non fluorescente pour chasser la NKA-Bo 
liee. La cinetique de dissociation de NKA-Bo est enregistree en presence de 
concentrations croissantes de chacune des mol6cules precitees. 

La figure 7A montre une exp6rience typique de mesure de la vitesse de 
dissociation de NKA-Bo en presence de concentrations croissantes de la molecule 805. 
Ces determinations permettent de mesurer plusieurs parameties experimentaux : i) la 
vitesse de dissociation de NKA-Bo qui sera ensuite decomposee en une somme de 
relaxations exponentielles et ii) ramphtude relative de chaque relaxation exponentielle 
qui donnera la mesure de la concentration fractionnelle de chacun des etats 
conformationnels detectes dans l'experience. On determine ainsi que la dissociation de 
NKA-Bo se produit en deux etapes caracterisees par des constantes de vitesse 
k, = 0,04 sec 1 et k 2 = 0,008 sec 1 et des amplitudes Xl/%2 variables : XV\2= 30/70 (sans 
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805) ; /UA2= 35/65 (1 jiM 805) ; M/X2= 9/31 (10 jxM 805) et JL1A2- 80/20 (50 jiM 
805). 

Les figures 7B k 71 montrent, pour chaque molecule testee, la variation 
d'amplitude de liaison de NKA-Bo et la variation d'amplitude de la dissociation rapide. 
Ces figures montrent que toutes les molecules indiquees se comportent comme des 
effecteurs allosteriques car elles provoquent une augmentation de P amplitude de la 
dissociation rapide de NKA-Bo. 

L' augmentation d'amplitude de la dissociation rapide reflete la capacite des 
molecules a stabiliser une fraction plus importante des recepteurs dans P6tat de faible 
affinite. On voit ainsi que la fraction initiale de recepteurs dans Petat de faible affinite 
passe d'environ 25% en absence d'effecteur a 60-75% en presence des molecules 805, 
NP234, Al 1 , Gl 1, F7, F3, et H10 (£ 100 yM d'effecteur) et k pres de 100% en presence 
deAll etNP246. 

* 

EXEMPLE 5 : Etude de Prohibition de la liaison de Pantagoniste compStitif 
SR 48968 radioactif par Pagoniste NKA et Peffecteur aliosterique 805, 

25 000 cellules exprimant le recepteur EGFP-NK2R sont incubees pendant 3 
heures a 4°C dans un volume final de 500 \i\ de tampon Hepes en presence de 1 nM de 
[ 3 H] SR48968 et de concentrations variables de NKA ou de 805. Au terme de 
1' incubation, les melanges reactionnels sont filtres sur des filtres GF/C (Whatmann) en 
fibre de verre prealablement incubes dans du tampon Hepes compl&nente de 1% (W/V) 
de lait en poudre semi-ecreme, et rinces trois fois par 5 ml de tampon hepes a 4°C. Les 
filtres sont ensuite disposes dans des fioles de comptage a scintillation dans lesquelles 
on ajoute 3 ml de cocktail scintillant La radioactivity est mesuree apres 16 h dans un 
compteur de radioactivite. La figure 8A montre que Pagoniste NKA deplace 
quantitativement la liaison de SR 48968 avec une afSnit6 apparente K* = 22 nM. En 
revanche, Peffecteur 805 est incapable de deplacer la totalite du SR 48968 lie, meme 
lorsque sa concentration est de Pordre du millimolaire. II renverse seulement 27-33% de 
la liaison du radioligand avec une affinite apparente K* = 5 jiM. L'effet de 805 sur la 
liaison de SR 48968 ne reflete pas une interaction competitive mais plutot de nature 
non-competitive. 
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EXEMPLE 6 : Quantification de l'effet de la molecule 805 sur la reponse 
d'accumulation de cAMP dans des cellules HEK 293 expriraant le recepteur 
EGFP-NK2R. 

Des boites de culture cellulaire a 6 puits de 30 mm sont traitees au collagene puis 
ensemencees avec 50 000 cellules exprimant le recepteur EGFP-NK2R. Apres deux a 
trois jours de culture, le milieu est remplace par du tampon hepes contenant de 
l'inhibiteur de phosphodiesterase EBMX (isobutyi-methyl-xhantine) et incubees pendant 
30 minutes avec des concentrations croissantes de NKA en presence ou en absence i) 
d'inhibiteur competitif H8565 (1 M M) ou ii) d'effecteur 805 (10 ou 50 uM). La quantite 
de cAMP produit (exprime en pmoles/puits) est determinee selon un proced6 
radioimmunologique decrit dans Gicquiaux et al. (2002). II en resulte une mesure de la 
courbe concentration-effet de NKA (Figure 9A). 

La NKA seule est capable de stimuler la production de cAMP dans les cellules 
exprimant le recepteur EGFP-NK2R avec une EC 50 voisine de 100 nM. 

En pr6sence d'une concentration fixe de I'antagoniste competitif H8565, on note 
une diminution de 1'affinite apparente de la NKA (EC 50 = 300 nM) sans que le niveau 
maximal de la reponse ne soit affecte (reponse max. = 100%). 

En presence de l'effecteur 805 a 10 ou 50 uM, on ne detecte aucune variation de 
l'ECso de la NKA (EC 50 = 100 nM) mais la r6ponse maximale n'atteint jamais la valeur 
du controle (R^ = 0,7 pour [805]= 10 uM et R max = 0,3 pour [805] = 50 uM). La , 
valeur de la concentration de 805 qui conduit a 50% de diminution de la reponse 
maximale d' AMPc est de 1' ordre de 6 uM (figure 9C). Ainsi, 1'affinite apparente pour la 
reponse, mais pas son amplitude maximale, est diminuee en presence d'antagoniste 
competitif, tandis que 1'arnplitude maximale de la reponse, mais pas son affinite 
apparente, est diminuee par un effecteur allosterique n6gatif. 

EXEMPLE 7 : Quantification de l'effet de la molecule 805 sur la reponse 
d'accumulation de calcium evoquee par la NKA-Bo dans des cellules HEK 293 
exprimant le recepteur EGFP-NK2R. 

Les reponses calciques evoquees par l'agoniste NKA-Bo sur des cellules 
exprimant le recepteur EGFP-NK2R sont enregistr6es apres chargement des cellules 
avec la sonde fluorescente sensible au calcium : indo-1, selon le protocole decrit dans 
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Vollmer et al. (1999). Les cellules sont mises en suspension a raison de 500 000 
cellules/ml dans du tampon Hepes et disposees dans une cuve de spectrofluorimetre. La 
longueur d'onde d'excitation est fixee a 338 nm et remission est enregistree a 400 et 
470 nm. Les reponses tracees sont les rapports des signaux 400/470. Les figures 10A, 
10B et 10C montrent que le compose 805 (50 uM) augmente la duree des reponses 
calciques evoquees par 1 , 5 et 1000 nM de NKA. De la meme maniere, le compose 805, 
aux concentrations de 10 et 50 nM, augmente la dur6e de la reponse calcique evoquee 
par 5 nM deNKA (figure 10D). 

Le compos6 805 se comporte done comme un effecteur allosterique positif des 
r6ponses calciques evoqu6es par l'agoniste NKA-Bo qui augmente la duree de la 
reponse. Ceci est indique en figure 10E ou l'on peut voir que le temps necessaire pour 
retourner a 50% de la reponse maximale passe de 91 secondes en absence de 805 a 105 
puis 115 s lorsque la concentration de 805 est de 10 puis 50 uM. 

EXEMPLE 8 : Quantification de I'effet de la molecule 805 sur la reponse 
d'accumulation de calcium evoquee par la NKA 4-10 TR7, dans des cellules HEK 
293 exprimant le recepteur EGFP-NK2R. 

Les reponses calciques evoquees par l'agoniste tronque NKA4-10 TR7 sur des 
cellules exprimant le recepteur EGFP-NK2R sont enregjstrees apres chargement des 
cellules avec la sonde fluorescente sensible au calcium : indo-1 selon le protocole decrit 
dans Vollmer et al. (1999). Les cellules sont mises en suspension a raison de 500 000 
cellules/ml dans du tampon Hepes et disposees dans une cuve de spectrofluorimetre. La 
longueur d'onde d'excitation est fixee a 355 nm et remission est enregistree a 375 et 
405 nm. Les reponses tracees sont les rapports des signaux 375 nm/405 nm. Les figures 
11A a 11D montrent que le compose 805 (20 uM) augmente 1' amplitude de la reponse 
6voquee par NKA 4-10 TR7 (106, 50.3, 26.5 et 10.6 nM). La variation d' amplitude par 
805 est illustree dans le panneau B de la figure 11 pour des concentrations de 5, 10, 25, 
50 etl06 nM de NKA 4-10 TR7. Le compose 805 s'avere etre un effecteur allosterique 
positif des reponses calciques evoqu6es par NKA 4-10 TR7 qui diminue la dose efficace 
a 50 % d' environ 20 nM a environ 15 nM. 
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EXEMPLE 9 : Quantification de l'effet de la molecule 805 sur la dissociation 
de NKA4-10 TR7 du recepteur EGFP-NK2R. 

La NKA 4-10 correspond a une forme tronquee de la NKA que l'on trouve dans 
les fluides des tumeurs de l'intestin moyen. La NKA 4-10 fluoresced est modifiee en 
position 7 pour introduire une cysteine qui est ensuite marquee par le groupe fluorescent 
Texas Red. La NKA 4-10 fluorescente est, tout comme la NKA fluorescente, un 
agoniste du recepteur EGFP-NK2R, a ceci pres qu'elle est incapable d>6voquer des 
r6ponses d' accumulation d'AMPc (Palanche et aL, 2001). 

La liaison de NKA 4-10 fluorescente se fait selon un processus monoexponentiel 
auquel est associe le developpement d'une reponse calcique dans les cellules HEK 293 
exprimant le r6cepteur EGFP-NK2R (Palanche et al., 200 1). 

A 10°C, la dissociation de NKA 4-10 rendue fluorescente a l'aide du groupe 
Texas red introduit en position 7 du peptide (NKA4-10 TR7) se d6roule selon un 
processus biphasique caracterise par les constantes de vitesse rapide et lente egales a 
k, = 0,5 sec' 1 et k 2 = 0,015 sec" 1 , et des amplitudes respectives de 58% pour la 
dissociation rapide et 42 % pour la dissociation lente (figure 11F). En presence de 
10 uM de 805, on. observe une acceleration de la dissociation caracterisee par une 
modification des amplitudes des etapes rapides (88%) et lentes (12%) de dissociation. 
On note une relation entre 1'augmentation de vitesse de dissociation de NKA4-10 TR7 
et la concentration de 805 (figure 11G). La concentration de 805 qui provoque une . 
augmentation de 50 % de l'amplitude de la dissociation rapide de NKA4-10 TR7 est de 
I'ordre de 20 uM. 

EXEMPLE 10 : Potentialisation des reponses calciques des recepteur NK1 et 
NK2 humains sauvages par la molecule 805. 

Les reponses calciques 6voquees par les agonistes suivants : substance P (SP) et 
neurokinine A (NKA), sur des cellules exprimant le recepteur NK1 humain sauvage ou 
NK2 humain sauvage sont enregistrees apres chargement des cellules avec la sonde 
fluorescente sensible au calcium : indo-1 (3 uM) selon le protocole decrit dans Vollmer 
et al. (1999). Les cellules sont raises en suspension a raison de 1.000.000 cellules/ml 
dans du tampon Hepes (op. cit.) et disposees dans une cuve de spectrofluorimetre. La 
longueur d'onde d'excitation est fix6e a 338 nm et Remission est enregistree a 400 nm. 
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Les reponses tracees sont les signaux enregistr6s a 400 nm. Les figure 12A et 12B 
montrent que le compose 805 (20 ^M) augmente l'amplitude de la reponse evoquee par 
la substance P (0.1 ou 10 nM). Les figures 12C et 12D montrent que le compose 805 
(20 uM) augmente l'amplitude de la reponse evoquee par la neurokinine A (10 ou 100 
nM). 

Le compose 805 s'avere etre un effecteur allosterique positif des reponses 
calciques evoquees par la neurokinine A sur le recepteur NK2 humain sauvage et des 
reponses evoquees par la substance P sur le recepteur NK1 humain sauvage. 
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RE VESICATIONS 



1. Precede de mise en evidence d'un effecteui' allosterique d'un recepteur, par 
determination de la variation : 

- de la cinetique de dissociation et/ou d'association du complexe forme entre le 
susdit recepteur et Fun de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par 
rapport a la cinetique de dissociation et/ou d'association du complexe forme entre ledit 
recepteur et ledit ligand, en 1' absence dudit effecteur, 

- et/ou de Pamplitude de la liaison formee entre le susdit recepteur et Tun de ses 
ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport a T amplitude de la liaison 
formee entre ledit recepteur et ledit ligand, en T absence dudit effecteur, 

ledit recepteur et ledit ligand etant impliques dans au moins une reponse 
biologique dans des conditions physiologiques appropriees, et 1' effecteur allosterique 
etant capable de moduler au moins Time des reponses, 

ledit recepteur etant marque par une proteine fluorescente choisie parmi les 
prolines fluorescentes issues ou d6riv6es de proteines autofluorescentes de cnidaires, 
dont le coefficient d'extinction moleculaire est superieur a environ 14000M" 1 .cm" 1 et le 
rendement quantique de fluorescence est superieur k environ 0,38, 

ledit ligand etant marque par un marqueur constitue : 

- soit par une molecule susceptible d ! absorber la lumiere 6mise par la 
proteine fluorescente, 

— soit par une substance fluorescente, 

lesdites determinations de variation de cinetique de dissociation et/ou 
d'association et de variation d' amplitude etant effectuees par transfert d'energie de 
fluorescence : 



® entre la proteine fluorescente susmentionnee et la susdite substance 
fluorescente, la substance fluorescente etant telle que soit elle est excitable a 
la longueur d'onde Remission de la proteine fluorescente susmentionnee, 
soit elle emet a la longueur d'excitation de la proteine fluorescente 
susmentionnee, ou 

® entre la proteine fluorescente susmentionnee et la susdite molecule 
susceptible d'absorber la lumifcre emise par la proteine fluorescente. 
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REVINDICATIONS 



1. Proc6d6 de mise en evidence d'un effecteur allosterique d'un r6cepteur, par 
determination de la variation : 

— de la cin6tique de dissociation et/ou d' association du complexe forme entre le 
susdit recepteur et Tun de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par 
rapport a la cinetique de dissociation et/ou d' association. du complexe forme entre ledit 
recepteur et ledit ligand, en F absence dudit effecteur, 

- et/ou de F amplitude de la liaison formee entre le susdit recepteur et Fun de ses 
ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport a F amplitude de la liaison 
formee entre ledit r6cepteur et ledit ligand, en F absence dudit effecteirr, 

ledit recepteur et ledit ligand etant impliqu6s dans au moins une reponse 
biologique dans des conditions physiologiques appropriees, et Feffecteur allosterique 
etant capable de moduler au moins Fune des reponses, 

ledit recepteur 6tant marque par une .proteine fluorescente choisie parmi les 
prolines fluorescentes issues ou deriv6es de proteines autofluorescentes de cnidaires., 
dont le coefficient d'extinction moleculaire est superieur a environ MOOOM^.cm-* et le 
rendement quantique de fluorescence est sup6rieur k environ 0,38, 

ledit ligand etant marqu6 par un marqueur constitue : 

— soit par une molecule susceptible d'absorber la lumi&re 6nuse par la 
proteine fluorescente, 

— soit par une substance fluorescente, 

lesdites determinations de variation de cinetique de dissociation et/ou 
d'association et de variation d'amplitude etant effectu6es par transfert d'energie de 
fluorescence : 



© entre la proteine fluorescente susmentionnee et la susdite substance 
fluorescente, la substance fluorescente etant telle que soit elle est excitable a 
la longueur d'onde d'emission de la proteine fluorescente susmentionnee, 
soit elle emet k la longueur d'excitation de la proteine fluorescente 
susmentionnee, ou 

o entre la proteine fluorescente susmentionnee et la susdite molecule 
susceptible d'absorber la lumiere emise par la proteine fluorescente. 
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2. Procede de mise en evidence d'un effecteur allosterique d'un recepteur, par 
determination de la variation : 

- de la cinetique de dissociation et/ou dissociation du complexe forme entre le 
susdit recepteur et Tun de ses iigands en presence dudit effecteur allosterique, par 
rapport a la cinetique de dissociation et/ou d' association du complexe forme entre ledit 
recepteiir et ledit ligand, en Tabsence dudit effecteur, 

- et/ou de l'amplitude de la liaison formee entre le susdit recepteur et Tun de ses 
Iigands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport a Tamplitude de la liaison 
formee entre ledit recepteur et ledit ligand, en 1' absence dudit effecteur, 

ledit recepteur et ledit ligand etant impliques dans au moins une reponse 
biologique dans des conditions physiologiques appropriees, et P effecteur allosterique 
etant capable de moduler au moins Tune des reponses, 

ledit recepteur 6tant marque par une proteine fluorescente choisie parmi : 

- la proteine fluorescente verte (GFP ou EGFP), la proteine fluorescente cyan 
(CFP ou ECFP), la proteine fluorescente jaune (YFP ou EYFP) ou GFPUV, 
ou, 

- des variants derives de la GFP, de la CFP, de la YFP ou de la GFPUV, par 
addition, deletion ou substitution d ! un ou plusieurs acides amines, sous 
reserve que ces variants conservent la propriete de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, de la CFP, de la YFP ou de la GFPUV, ou de 
fragments des susdits variants, sous reserve que ces fragments conservent la 
propriete de fluorescence, 

ledit ligand etant marque par un marqueur constitu6 : 

- soit par une molecule susceptible d'absorber la lumiere emise par la 
proteine fluorescente, 

- soit par une substance fluorescente, 

lesdites determinations de variation de cinetique de dissociation et/ou 
d'association et de variation d' amplitude etant effectuees par transfert d'energie de 
fluorescence : 



® entre la proteine fluorescente telle que definie ci-dessus et la 
susdite substance fluorescente, la substance fluorescente etant telle que soit 
elle est excitable a la longueur d'onde Remission de la proteine fluorescente, 
soit elle emet a la longueur d'onde d'excitation de la proteine fluorescente, 
ou 
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2. Proc6de de mise en evidence d'un effecteur allost&rique d'un recepteur, par 
determination de la variation : 

— de la cinetique de dissociation et/ou d' association du complexe form6 entre le 
susdit recepteur et Tun de ses ligands en presence dudit effecteur aHost6rique, par 
rapport a la cin6tique de dissociation et/ou d' association du complexe forme entre ledit 
recepteur et ledit ligand, en 1' absence dudit effecteur, 

— et/ou de 1* amplitude de la liaison fonn6e entre le susdit recepteur et Tun de ses 
ligands en presence dudit effecteur allost6rique, par rapport a V amplitude de la liaison 
formee entre ledit recepteur et ledit ligand, en T absence dudit effecteur, 

ledit recepteur et ledit ligand etant impliques dans an moins ime reponse 
biologique dans des conditions physiologiques appropriees, et l'effecteur allosterique 
etant capable de moduler au moins l'une des reponses, 

ledit recepteur etant marqu6 par une prot6ine fluorescente choisie parmi : 

- la prot6ine fluorescente verte (GFP ou EGFP), la proteine fluorescente cyan 
(CFP ou ECFP), la proteine fluorescente jaune (YFP ou EYFP) ou GFPUV, 
ou, 

-' des variants d6riv6s de la GFP, de la CFP, de la YFP ou de la GFPUV, par 
addition, d616tion ou substitution d'un ou plusieurs acides amines, sous 
reserve que ces variants conservent la propriety de fluorescence, 

- ou des fragments de la GFP, de la CFP, de la YFP ou de la GFPUV, ou de 
fragments des susdits variants, sous reserve que ces fragments conservent la 
propriete de fluorescence, 

ledit ligand 6tant marque par un marqueur constitu6 : 

- soit par une molecule susceptible d'absorber la lumiere emise par la 
prot6ine fluorescente, 

- soit par une substance fluorescente, 

lesdites determinations de variation de cinetique de dissociation et/ou 
d 9 association et de variation d'amplitude etant effectuees par transfert d'energie de 
fluorescence : 

Q entre la proteine fluorescente telle que definie ci-dessus et la 
susdite substance fluorescente, la substance fluorescente etant telle que soit 
elle est excitable k la longueur d f onde Remission de la prot6ine fluorescente, 
soit elle 6met k la longueur d'onde d f excitation de la proteine fluorescente, 
ou 
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• entre la proteine fluorescente telle que definie ci-dessus et la 
susdite molecule susceptible d'absorber la lurniere emise par la proteine 
fluorescente. 

3. Procedd selon la revendication 1 ou 2, caracterise en ce que l'on determine 
la variation : 

- de la cinetique de dissociation du complexe forme entre le susdit recepteur et 
l'un de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport a la cinetique de 
dissociation du complexe forme entre ledit recepteur et ledit ligand, en 1' absence dudit 
effecteur, 

- et/ou de l'amplitude de la liaison formee entre le susdit r6cepteur et l'un de ses 
ligands en presence dudit effecteur allost6rique, par rapport a l'amplitude de la liaison 
formee entre ledit r6cepteur et ledit ligand, en l'absence dudit effecteur. 

4. Procede selon l'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce que l'on 
determine uniquement la cinetique de dissociation du complexe forme entre le susdit 
rdcepteur et l'un de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport a la 
cinetique de dissociation du complexe forme entre ledit r6cepteur et ledit Ugand, en 
l'absence dudit effecteur. 

5. Procede selon l'une des revendications 1 a 3, caract6rise en ce que l'on 
determine uniquement l'amplitude de la liaison formee entre le susdit recepteur et l'un 
de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport a l'amplitude de la 
liaison formee entre ledit recepteur et ledit ligand, en l'absence dudit effecteur. 

6. Procede selon l'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce que le ligand 
est un antagoniste. 




7. Procede selon l'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce que le ligand 
est un agoniste. 
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o entre la proline fluorescente telle que definie ci-dessus et la 
susdite molecule susceptible d'absorber la lumiere emise par la proteine 



fluorescente. 



3. Procede selon la revendication 1 ou 2, caracteris6 en ce que Ton determine 
la variation : 

- de la cinetique de dissociation du complexe forme entre le susdit recepteur et 
Tun de ses ligands en pr6sence dudit effecteur allosterique, par rapport a la cinetique de 
dissociation du complexe forme entre ledit recepteur et ledit ligand, en Pabsence dudit 
effecteur, 

- et/ou de l'amplitude de la liaison form6e entre le susdit recepteur et l'un de ses 
Ugands en pr6sence dudit effecteur aUosterique, par rapport a l'amplitude de la liaison 
form6e entre ledit recepteur et ledit ligand, en l'absence dudit effecteur. 

4. Procede selon l'une des revendications 1 a 3, caracteris6 en ce que l'on 
d6termine uniquement la cinetique de dissociation du complexe forme entre le susdit 
recepteur et Fun de ses ligands en pr6sence dudit effecteur allosterique, par rapport a la 
cin6tique de dissociation du complexe forme entre ledit recepteur et ledit ligand, en 
l'absence dudit effecteur. ' j 

5. Precede selon l'une des revendications 1 a 3, caracterise en ce que l'on 
d6termme uniquement l'amplitude de la liaison formee entre le susdit recepteur et l'un 
de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport a l'amplitude de la 
liaison formee entre ledit recepteur et ledit ligand, en l'absence dudit effecteur. 

6. Procede selon l'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce que le ligand 
est un antagoniste. 

7. Proced6 selon l'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce que le ligand 
est un agoniste. 
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8. Procede selon la revendication 1 a 3, par determination de : 

- la variation de l'amplitude de la liaison formee entre le susdit recepteur et Tun 
de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport a l'amplitude de la 
liaison forme entre ledit recepteur et ledit ligand, en T absence dudit effecteur, 

5 - et eventuellement de la variation de la cinetique de dissociation du complexe 

form£ entre le susdit recepteur et Tun de ses ligands en presence dudit effecteur 
allosterique, par rapport a la cin6tique de dissociation du complexe forme entre ledit 
recepteur et ledit ligand, en Fabsence dudit effecteur. 

9* Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que Ton determine 
uniquement la variation de l'amplitude de la liaison formee entre le susdit r6cepteur et 
run de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport a P amplitude de 
la liaison forme entre ledit recepteur et ledit ligand, en V absence dudit effecteur, lorsque 
ladite variation est positive. 

10. Procede selon la revendication 8, caracterise en ce que Ton determine : 

- la variation de l'amplitude de la liaison formee entre le susdit recepteur et Pun 
de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport a l'amplitude de la 
liaison forme entre ledit recepteur et ledit ligand, en Pabsence dudit effecteur, 

et que ladite variation est negative, ce qui necessite la determination de : 

- la variation de la cinetique de dissociation du complexe forme entre le susdit 
recepteur et Pun de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport a la 
cinetique de dissociation du complexe forme entre ledit recepteur et ledit ligand, en 
Pabsence dudit effecteur. 

11. Procede selon la revendication 10, caracterisS en ce que ladite variation de 
cindtique de dissociation est positive ou negative, ce qui implique que le compose teste 
est un effecteur allosterique. 

30 12. Procede selon la revendication 10, caracterise en ce que ladite variation de 

cinetique de dissociation est nulle, ce qui implique que le compose teste est un 
competiteur. 
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8. Proc6de selon la revendication 1 k3, par determination de : 

— la variation de Pamplitude de la liaison formee entre le susdit recepteur et Pun 
de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport a 1* amplitude de la 
liaison forme entre ledit recepteur et ledit ligand, en P absence dudit effecteur, 

— et eventuellement de la variation de la cinetique de dissociation du complexe 
forme entre le susdit r6cepteur et Pun de ses ligands en presence dudit effecteur 
allosterique, par rapport a la cinetique de dissociation du complexe forme entre ledit 
r6cepteur et ledit ligand, en Pabsence dudit effecteur. 

9- Precede selon la revendication 8, caract6ris6 en ce que Pon determine 
uniquement la variation de P amplitude de la liaison formee entre le susdit recepteur et 
Pun de ses ligands en presence dudit effecteur allost6rique, par rapport a Pamplitude de 
la liaison forme entre ledit recepteur et ledit ligand, en Pabsence dudit effecteur, lorsque 
ladite variation est positive, 

10. Procede selon la revendication 8, caract6rise en ce que Pon determine : 

— la variation de Pamplitude de la liaison form6e entre le susdit recepteur et Pun 
de ses ligands en pr6sence dudit effecteur allost&ique, par rapport k Pamplitude de; la 
liaison forme entre ledit recepteur et ledit ligand, en Pabsence dudit effecteur, 

et que ladite variation est negative, ce qui n6cessite la determination de : 

— la variation de la cinetique de dissociation du complexe form6 entre le susdit 
recepteur et Pun de ses ligands en presence dudit effecteur allosterique, par rapport k la 
cinetique de dissociation du complexe forme entre ledit recepteur et ledit ligand, en 
Pabsence dudit effecteur. 
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lesdits produits etant des composes tels que detectes par le proced6 selon Tune des 
revendications 1 a 12. 
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FIGURE 3A 
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FIGURE 4A 
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dissociation de NKA-Bo (100 nM) du recepteur EGFP-NK2 



1 - 



0,8 - 



0,6 ~ 



0.4 



0,2 - 



0 - 



100 



200 



300 

temps (sec) 




Kl = 0,052 
XI » 0,4 

K2 = 0,011 
X2 = 0,6 



400 



500 



600 




5/12 



FIGURE 5A 
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FIGURE 5B 
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FIGURE 7A 
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FIGURE 9 A 
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FIGURE 10A 
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Reponse calcique a NKA4-10TR7 
en presence et absence de 20pM 805 
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FIGURE 12A 
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